Clonagem e expressão de uma potencial colagenase de Aeromonas hydrophila by Cavaleiro, Eliana Marisa dos Santos
Universidade de Aveiro  
2008 
Departamento de Biologia 
Eliana Marisa dos 
Santos Cavaleiro 
 
Clonagem e expressão de uma potencial colagenase 
de Aeromonas hydrophila 
 
Cloning and expression of a putative collagenase 
from Aeromonas hydrophila 
 
 
 
 
 
 Universidade de Aveiro  
2008 
Departamento de Biologia 
Eliana Marisa dos 
Santos Cavaleiro 
 
 
Clonagem e expressão de uma potencial colagenase 
de Aeromonas hydrophila  
 
dissertação apresentada à Universidade de Aveiro para cumprimento dos 
requisitos necessários à obtenção do grau de Mestre em Microbiologia, 
realizada sob a orientação científica da Dra. Ana Sofia Direito dos Santos  
Duarte, Investigadora CESAM da Universidade de Aveiro e co-orientação 
científica da Dra Isabel da Silva Henriques Professora Auxiliar Convidada do 
Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
o júri   
 
presidente Prof. Doutor António Carlos Matias Correia 
professor associado com agregação do Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro  
 
 
 
 
Prof. Doutora Emília Pedrosa Duarte  
professora auxiliar da Faculdade de Zoologia da Universidade de Coimbra 
 
 
 
 
Prof. Doutora Isabel da Silva Henriques 
professora auxiliar convidada do Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro 
 
 
 
 
Prof. Doutora Ana Sofia Direito dos Santos Duarte  
investigadora do CESAM da Universidade de Aveiro.  
 
 
 
 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 
agradecimentos 
 
Ao Prof. Dr. António Correia, por me ter contagiado com a sua paixão por este 
mundo, tão vasto e interessante, que é a Microbiologia!! Por me ter transmitido 
o conhecimento suficiente para evoluir e ultrapassar as barreiras, pelo seu 
apoio e orientação, Obrigado!    
 
À Sofia, a minha “chefa”, pela sua incondicional persistência com o trabalho e 
comigo! Por todo o ensinamento que me proporcionou, mas principalmente 
pela sua amizade pura e verdadeira. Obrigada por tudo o tens feito por mim!! 
 
À Fátima por me ter orientado durante um curto mas magnífico tempo, aprendi 
imenso contigo! 
 
À Isabel pelo seu apoio total, pela sua prontidão em qualquer momento. 
 
À Prof. Dr. Emília Duarte e à Dr. Isabel Nunes por tudo o que aprendi na área 
da citotoxicidade e cultura de células. Obrigada pela amabilidade e pela 
constante disponibilidade.  
 
À Dr. Luísa Cortes pela ajuda e paciência nas sessões de microscopia. 
 
À fantástica e maravilhosa equipa do laboratório, Maria João, Alexa, Cláudia, 
Daniela, Joca, Cristina, Anabela, Juliana, que me acolheram 
extraordinariamente bem, desde o início, tendo sempre uma palavra amiga 
para mim. Obrigada pela sempre e boa disposição e optimismo, sem a vossa 
excelente ajuda teria sido bem mais difícil... Obrigada a todos! 
 
Às minhas companheiras de mestrado, Isabel, Márcia e Vera, pelos momentos 
que partilhámos.  
 
A todos os meus amigos que tanto me apoiaram. 
 
À Tânia, por ter sido o meu suporte diário durante todo este ano, nos bons e 
maus momentos, estiveste presente... é sem dúvida uma amizade para a vida, 
Obrigada! 
 
Aos meus pais e manita... queria agradecer, do fundo do coração, todo o amor 
e apoio incondicional que têm tido por mim...é difícil ir em frente sem o vosso 
amparo. Amo-vos muito! 
 
Ao Cláudio, por acreditar sempre em mim e nas minhas capacidades, pelo seu 
imenso amor... não há palavras para descrever o que és para mim... 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
palavras-chave 
 
colagenase, Aeromonas hydrophila, sobreexpressão, proteína recombinante, 
citotoxicidade 
 
resumo 
 
 
Aeromonas hydrophila é uma bactéria Gram-negativa que causa septicemia 
quer em peixes quer em humanos. Os principais patologias associados a 
infecções por Aeromonas são gastroenterites, infecção de feridas e doença 
sistémica. A patogenecidade deste organismo é multifactorial, possuindo 
factores na camada superficial proteica (camada S), diversos produtos 
extracelulares incluindo proteases, hemolisinas e enterotoxinas incluindo a 
acetilcolinesterase que contribui, significativamente, para a larga distribuição e 
versátil adaptabilidade a alterações ambientais. As proteases com actividade 
gelatinolítica possuem também a capacidade de hidrolisar outras proteínas 
importantes, como o colagénio, contribuindo desta forma para a invasão dos 
tecidos. Contudo, o papel destes factores na patógenese ainda se encontra 
por esclarecer.   
Após um estudo in silico, foi identificada no genoma completo de A. hydrophila 
ATCC 7966T, uma região codificante AHA_0517. Esta região possui uma 
elevada similaridade com sequências codificantes para membros da família 
das colagenases. Seguidamente, foi detectada actividade colagenolítica 
associada à células usando o péptido sintético 2-furanacryloyl-Leu-Gly-Pro-Ala 
(FALGPA).  
No presente trabalho foi descrita a clonagem e expressão desta potencial 
colagenase em Escherichia coli. Após a amplificação por PCR, usando primers 
específicos, o gene AHA_0517 foi clonado num vector de expressão pET-
26b(+). A construção foi transformada num hospedeiro de expressão E. coli 
BL21(DE3) sob o controlo de um promotor reconhecido pela RNA polimerase 
do fago T7. Análise de restrição e sequenciação de DNA confirmou a 
construção. O gene AHA_0517 contém 2748 pares de bases, codifica uma 
proteína com 915 aminoácidos com um potencial péptido sinal. Os extractos 
celulares de E. coli recombinante exibiram actividade gelatinolítica e 
colagenolítica. 
Neste trabalho, foi estabelecido o protocolo para avaliação citotóxica, que 
permite avaliar o efeito de bactérias transformadas/proteína recombinante no 
crescimento e na viabilidade de células Vero.  
Os resultados obtidos sugerem que a expressão desta potencial colagenase 
pode ter um importante papel na virulência das Aeromonas. 
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abstract 
 
Aeromonas hydrophila is a ubiquitous Gram-negative bacterium that can cause 
septicaemia in both fish and humans. The main clinical symptoms associated 
with Aeromonas infection are gastroenteritis, wound infections, and systemic 
illness. The pathogenesis of the organism has been known to involve multiple 
factors like a surface array protein layer (S layer), several extracellular products 
including proteases, haemolysin, enterotoxins as well as acetycholinesterase 
which contribute significantly to their wide distribution and great adaptability to 
environmental changes. Proteases contributing to gelatinase activity can also 
hydrolyze other biologically important proteins such as collagen, contributing to 
cell invasion. Nevertheless the precise role of these factors in pathogenesis is 
still unclear. 
Following an in silico approach, it was found the AHA_0517 coding region in 
the complete genome sequence of A. hydrophila ATCC 7966T was detected 
and selected for further studies. This coding region shared high similarity 
values with sequences previously identified as codifying members of the 
enzyme/collagenase family. From this strain, it was also detected cell 
associated collagenase activity by using the synthetic peptide 2-furanacryloyl-
Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA).  
In the present work we report the cloning and expression of this putative 
collagenase in Escherichia coli. After PCR amplification using specific primers, 
the AHA_0517 region was cloned in the expression vector pET-26b(+). The 
construction was transformed into the expression host E. coli BL21(DE3) under 
the control of T7 RNase promoter. Restriction analysis and DNA sequencing 
confirmed the construction. The AHA_0517 gene contained a 2748 bp ORF 
encoding a 915 amino acid protein with a putative signal sequence. Cell lysates 
from Escherichia coli exhibited detectable gelatinase and collagenase activities. 
In this work, the protocol for cytotoxicity examination was established, allowing 
the investigation of transformed bacteria/recombinant protein effect on growth 
and viability of Vero cells.  
Results obtained suggest that collagenase expression may play an important 
role in Aeromonas virulence.  
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1. Colagénio  
1.1 Estrutura e importância  
O colagénio é uma proteína fibrosa e insolúvel, presente na matriz 
extracelular dos vários tecidos conjuntivos. É a proteína mais abundante em todo 
o Reino Animal (Lodish et at., 2000; Duarte et al., 2005). O colagénio é o principal 
constituinte da pele, tendões e cartilagem; é o componente orgânico dos ossos, dos 
dentes e da córnea. Constitui aproximadamente 25 a 33% de proteína total dos 
tecidos animais (Miller e Gay, 1987; Tsuruoka et al., 2003). Encontra-se nos tecidos 
conjuntivos da maioria dos órgãos, formando fibrilas insolúveis embutidas nos 
mucopolissacarídeos e proteínas da matriz extracelular, favorecendo a estrutura e 
suporte dos órgãos (Harrington, 1996). 
Existem, pelo menos, 28 tipos de colagénio, contudo 90% do colagénio 
presente no corpo é colagénio tipo I, II, III e IV (tabela 1). As moléculas de 
colagénio acondicionam-se formando longas fibrilas. As fibrilas do colagénio tipo I 
conferem aos tecidos uma enorme força elástica. Estas fibrilas são denominadas 
fibras de colagénio e encontram-se maioritariamente nos tendões. O colagénio tipo 
I é o mais resistente entre os demais tipos de colagénio (Lodish et at., 2000).    
A unidade molecular básica do colagénio é o tropocolagénio, uma molécula 
alongada com cerca de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de espessura. O 
tropocolagénio é constituído por três polipéptidos com cerca de 95 kDa enrolados 
helicoidalmente (Prockop e Kivirikko, 1995; Robertis e Robertis, 1996).  
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Tabela 1 - Principais tipos de colagénio e suas características 
Tipo 
Molecular 
Fórmula 
Molecular 
Células de Produção Principal Função Localização no 
Corpo 
I [α1(I)]2α2(I) Fibroblastos; 
Osteoblastos; 
Odontoblastos;  
Resistente à tensão Derme, 
ligamentos de 
tendões, ossos, 
dentina 
II [α1(II)]3 Condroblastos Resistente à pressão 
Fígado 
Cartilagem 
hialina, 
cartilagem 
elástica 
III [α1(III)]3 Fibroblastos;  
Células reticulares; 
Células do músculo 
liso;  
Hepatócitos; 
Formas estruturais na 
organização do baço, 
fígado, nódulos 
linfáticos, músculo 
liso e tecido adiposo 
Sistema 
linfático, baço, 
fígado, sistema 
cardiovascular, 
pele 
IV [α1(VI)]2α2(VI) Células epiteliais; 
Células do músculo; 
Células de Schwann; 
Formas entrelaçadas 
na lâmina densa, na 
camada basal; 
fornecem suporte e 
filtração 
Lâmina basal 
V [α1(VI)]2α2(V) Fibroblastos; Associado ao 
colagénio tipo I 
Derme, 
ligamentos de 
tendões, ossos, 
placenta 
VII [α1(VII)]3 Células da epiderme Formas de suporte da 
lâmina densa  
Junção da 
epiderme e da 
derme 
Adaptado de Gartner e Hiatt (1997) 
 
A formação da tripla hélice está relacionada com a estrutura primária e com 
as modificações pós-tradução que ocorrem nas três cadeias polipeptídicas 
existentes em cada molécula de colagénio - cadeias α. A estrutura primária das 
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cadeias α é maioritariamente, formada por uma sequência característica de três 
resíduos de aminoácidos, Glicina-X-Y, que se repetem durante grandes extensões. 
Os aminoácidos colocados nas posições X e Y são frequentemente prolina e 
hidroxiprolina, respectivamente (Watanabe, 2004). Além de contribuir para a 
formação e estabilização da tripla hélice, a estrutura primária das cadeias α 
contém informação necessária para o estabelecimento das ligações 
intermoleculares no colagénio; pelo que a ocorrência de mutações a esse nível 
podem traduzir-se em alterações morfológicas/clínicas bastante graves (Azevedo, 
2005). A desnaturação da estrutura de tripla-hélice do colagénio causa disrupção 
nestas ligações intermoleculares que estabilizam a molécula de colagénio, 
resultando na produção de gelatina (Tsuruoka et al., 2003). Por vezes, o colagénio é 
referido como uma proteína da matriz, devido à sua estrutura rígida e apertada, 
que só é degradada por determinado tipo de enzimas (Watanabe, 2004). 
Os diferentes tipos de colagénio são associados a tecidos específicos e a sua 
heterogeneidade reflecte a diferença nas funções fisiológicas específicas de cada 
tipo de colagénio. Além disso, variações na estrutura molecular de diferentes tipos 
de colagénio condicionam o tipo de enzimas capazes de clivar/cortar cada tipo de 
colagénio (Harrington, 1996).   
O colagénio tipo I é abundante na epiderme dos peixes. A epiderme impede 
a invasão e proliferação dos microrganismos patogénicos; permanece hidratada e 
com elasticidade, proporcionando uma melhor adaptação para a vida dos peixes 
(Boijink e Brandão, 2001). 
Qualquer processo que resulte na degradação ou perda de integridade 
desta proteína - colagénio - tem implicações significantes para a saúde de todos os 
organismos (Harrington, 1996). 
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1.2 Degradação de moléculas de colagénio  
A degradação de colagénio ocorre durante várias condições fisiológicas 
normais e patológicas, nomeadamente, no desenvolvimento dos ossos, no 
desenvolvimento embrionário, na invasão por tumores malignos, em úlceras 
intestinais, reparações em feridas, artrite reumatóide e também em invasões por 
microrganismos patogénicos (Watanabe, 2004). 
Ao longo dos últimos anos, houve um aumento no número de 
microrganismos com capacidade de produzir enzimas que degradam colagénio. 
Grande parte destes microrganismos são patogénicos ou patogénicos emergentes 
em humanos (Matsushita et al.,1993; Yu e Lee, 1999;  Tsuruoka et al., 2003). 
Septicemia, infecções de pele (Yu e Lee, 1999), necrose dos tecidos (Matsushita et 
al., 1994), dermatite (Miyoshi e Shinoda, 1997), são doenças associadas a 
determinados microrganismos; estes microrganismos encontram-se envolvidos na 
degradação do colagénio de tecidos dos organismos hospedeiros. A produção de 
enzimas que degradam colagénio, torna-se um factor importante na etiologia de 
certas doenças (Harrington, 1996; Miyoshi e Shinoda, 1997).  
A degradação da molécula de colagénio, muitas vezes, requer proteases 
específicas, metaloproteases dependentes da presença do ião zinco, são 
designadas de colagenases (Tsuruoka et al., 2003).  
 
1.3 Colagenases microbianas 
Devido à estrutura rígida do colagénio, somente um  número limitado de 
proteases o consegue decompor (Watanabe, 2004). O estudo das colagenases 
começou com o reconhecimento da participação de enzimas proteolíticas de 
clostrídios na putrefacção de tecidos (MacLennan et al., 1953). Posteriormente, foi 
isolada uma enzima extracelular de Clostridium histolyticum capaz de digerir 
tendões. A partir desta data muitas outras colagenases bacterianas e de origem 
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animal ou vegetal, foram identificadas e caracterizadas (MacLennan et al., 1953; 
Duarte, 2001). 
As colagenases clivam a região helicoidal da molécula de colagénio na 
forma de fibrila, tendo em conta condições fisiológicas de pH e temperatura. 
Contudo, é conhecido um vasto número de proteases de origem animal ou vegetal 
que degradam gelatina e regiões não helicoidais de moléculas de colagénio, como 
a pepsina, tripsina, quimotripsina, papaína entre outras enzimas dos próprios 
tecidos (Harrington, 1996).  
Determinadas bactérias produzem colagenases, proteases que clivam 
colagénio na sua conformação em tripla hélice. No entanto, as colagenases 
microbianas possuem uma ampla especificidade de substratos e tanto degradam 
colagénio nativo como colagénio desnaturado. Em contraste, as colagenases de 
vertebrados clivam, preferencialmente a forma nativa do colagénio na ligação 
específica Gly-Leu/Ile, produzindo os característicos fragmentos ¾ e ¼. 
(Matsushita et al., 1994). 
Têm sido descritos microrganismos que produzem enzimas com 
capacidade para degradar colagénio não fibrilar ou péptidos sintéticos análogos 
do colagénio, são exemplos o PZ-PLGPA (phenylazobenzyl-oxycarbonyl-L-
leucylglycyl-L-prolyl-D-arginine) e o FALGPA (2-furanacryloyl-L-leucylglycyl-L-
prolyl-L-alanin). Embora estas enzimas não degradem fibrilas de colagénio nativo, 
por definição, foram incluídas como prováveis colagenases. As enzimas com 
capacidade de degradar estes tipos de colagénio podem ser relevantes para a 
integridade dos tecidos e para a progressão de determinadas doenças (Harrington, 
1996). 
Dois tipos de enzimas microbianas estão relacionados com a degradação do 
colagénio. As proteases colagenolíticas, que digerem macromoléculas de colagénio 
nativo e as aminopeptidases, que reconhecem e digerem pequenos péptidos 
resultantes da degradação do colagénio, estas são denominadas por peptidase 4-
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phenylazobenzyloxycarbonyl-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg-hydrolyzing (Pz-peptidase) 
(Watanabe, 2004).  
 
1.3.1 Proteases colagenolíticas  
As proteases colagenolíticas são enzimas que hidrolisam directamente as 
moléculas de colagénio num local específico (Fig. 1). Devido à diversidade de 
tipos de colagénio torna-se difícil diferenciar colagenases de proteases 
colagenolíticas e ainda de gelatinases, as quais só hidrolisam gelatina e colagénio 
desnaturado. Além disso, a conformação termodinâmica preferencial do 
colagénio, à temperatura corporal, não é tão organizada como a hélice α, 
permitindo que diversas formas desnaturadas do colagénio ocorram no corpo. Um 
resultado desta predominância é que a maioria das colagenases conseguem digerir 
colagénio e gelatina de igual modo.  
De todo o conjunto de proteases colagenolíticas, as metaloproteases da 
matriz de mamíferos (MMP) são as mais estudadas. Fazem parte das MMP 
enzimas dependentes de zinco, como as colagenases intestinais, enzimas como 
quimosina, lipase gástrica e pepsina, gelatinases e metaloproteases típicas da 
membranas (Ravanti e Kahari, 2000). Estes sub-grupos encontram-se classificados 
consoante a especificidade da estrutura e do substrato; consequentemente as MMP 
possuem características próprias para cada sub-grupo, permitindo que haja um 
sistema de classificação. Contudo não é possível aplicar um sistema de 
classificação para as proteases colagenolíticas microbianas. Existem poucos 
estudos sobre proteases colagenolíticas microbianas, o que se deve provavelmente, 
às dificuldades no manuseamento e à regulamentação de experiências com DNA 
recombinante de microrganismos patogénicos. Entre as proteases colagenolíticas 
microbianas encontram-se mais frequentemente as metaloproteases, relativamente 
às proteases serínicas e a outras proteases que se encontram em menor número. A 
família das metaloproteases possui um motivo de ligação ao zinco, HEXXH, no 
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centro activo (Gonzales e Robert-Baudouy, 1996). A hidrólise por metaloproteases 
ocorre entre a ligação peptídica do resíduo X com Gly-Pro (Watanabe, 2004).  
1.3.2 Pz-peptidases   
As Pz-peptidases (Fig. 1) foram assim denominadas depois do substrato Pz 
(4-phenylazobenzyloxycarbonyl)-Pro-Leu-Gly-Pro-DArg (Pz-PLGPR) que contém 
sequências específicas de colagénio -Gly-Pro-X-, demonstrar ser substrato para 
colagenases de clostrídio. Como referido anteriormente, proteases microbianas em 
particular metaloproteases clivam este substrato na ligação Leu-Gly. Neste sentido 
a maioria das colagenases são Pz-peptidases. Estas enzimas são capazes de 
hidrolisar, in vivo determinados péptidos derivados do colagénio. Em alternativa o 
substrato sintético FALGPA (2-furanacryloyl-Leu-Gly-Pro-Ala) tem sido usado 
para detectar actividade de diversas proteases colagenolíticas (Jackson et al., 1995) 
As propriedades mais comuns das Pz-peptidases são o facto de serem 
metalo-oligoproteases; possuírem um motivo quelante do ião zinco HEXXH e não 
terem nenhuma semelhança na sequência de aminoácidos das colagenases ColG e 
ColH de Clostridium histolyticum; possuem ainda actividade hidrolítica sobre 
oligopéptidos e não hidrolisam proteínas nativas. A actividade de Pz-peptidases 
pode ser considerada essencial na degradação do colagénio em colaboração com 
outras proteases colagenolíticas, nomeadamente para disrupção dos tecidos do 
hospedeiro (Watanabe, 2004).   
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 – Esquema de digestão do colagénio por proteases colagenolíticas e Pz-peptidases 
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1.3.3 Aplicações biotecnológicas de proteases microbianas  
As aplicações de proteases microbianas podem ser classificadas em duas 
categorias: obtenção de proteases colagenolíticas em oposição e obtenção de  
produtos de reacção processadas por proteases colagenolíticas. 
Proteases colagenolíticas microbianas têm aplicação directa na clínica 
terapêutica e também são muito utilizadas como reagentes laboratoriais. Na 
terapêutica clínica são incluídas na cicatrização de feridas, tratamento de dor 
ciática em hérnias dos discos intervertebrais, tratamento de placenta retida, entre 
outros. No laboratório as proteases colagenolíticas têm sido usadas no 
estabelecimento de culturas primárias, nomeadamente na preparação de células 
isoladas de fígado de rato. Outro exemplo de aplicação laboratorial é a sua 
utilização na cisão de péptidos semelhantes a colagénio em proteínas de fusão 
(Watanabe, 2004).  
 
1.3.4 Virulência associada às colagenases microbianas 
As colagenases microbianas têm sido encontradas numa grande variedade 
de estirpes bacterianas mesofílicas (crescimento entre 30-35ºC), no entanto a 
aplicação destas colagenases numa escala industrial tem sido dificultada devido à 
sua insuficiente estabilidade (Tsuruoka, 2003).  
Algumas colagenases microbianas já foram descritas como factores com um 
papel importante na virulência de microrganismos, no processo de infecção de 
tecido hospedeiro. O caso de Vibrio parahaemolyticus que é considerado um agente 
patogénico com grande importância nas contaminações de marisco, 
principalmente nas costas de Taiwan e Japão. Inúmeras proteínas são excretadas 
extracelularmente por V. parahaemolyticus para o ambiente desde urease, 
hemolisina, toxinas letais, protease e amilase (Yu e Lee, 1999). O estudo de várias 
proteases de V. parahaemolyticus tem sido constante. Vibrio vulnificus que está 
associado a infecções em feridas e septicemia em humanos, produz uma 
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metaloprotease com actividade elastinolítica responsável pela dermonecrose. 
Vibrio anguillarum excreta uma metaloprotease com 39kDa com actividade 
elastinolítica e que se encontra envolvida na invasão de peixes. Yu e Lee (1999) 
verificaram que o gene prtV, presente em V. parahaemolyticus, codifica para uma 
colagenase que degrada colagénio nativo. A colagenase produzida por Clostridium 
perfringens parece estar envolvida na necrose de tecidos possuindo um papel 
importante na putrefacção de carcaças. Em C. perfringens foi purificada uma 
colagenase com 120 kDa que degrada colagénio fibrilar tipo I, sendo considerada 
um importante factor de virulência (Matsushita et al., 1994). 
Em Burkholderia pseudomallei foi detectada actividade colagenolítica/ 
gelatinolítca, sugerindo que este microrganismo expressa uma 
colagenase/gelatinase durante o seu crescimento. Esta proteína pode ser 
considerada um factor importante com potencial papel na virulência deste 
microrganismo (Rainbow et al., 2004).  
O gene cog em Cytophaga estirpe L43-1, codifica para uma colagenase que 
hidrolisa colagénio nativo e também hidrolisa β-caseína. Este gene consiste em 
3846 pares de bases e codifica para um polipeptídio com 1282 aminoácidos e uma 
massa de 130kDa (Sasgawa et al., 1995). Estudos recentes descrevem pela primeira 
ver o papel de uma colagenase no mecanismo de patogénese em Aeromonas veronii 
(Han et al., 2008). 
 
2. O género Aeromonas   
2.1 Descrição do género 
O género Aeromonas é constituído por bactérias em forma de bacilos Gram-
negativo, heterotróficas, anaeróbias facultativas, catalase positiva, bactérias 
quimio-organotróficas que exibem um metabolismo oxidativo ou fermentativo a 
partir de carbohidratos, citocromo oxidase positiva, reduzem o nitrato e 
apresentam mol % GC de 57-63% (Martin-Carnahan e Joseph, 2005); encontram-se 
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dispersas numa variedade de ambientes aquáticos e neles expressam a sua 
ubiquidade. Podem ser encontradas em solos, sedimentos, em águas potáveis, 
estuarinas ou marinhas, podendo ainda estar presentes em alimentos e esgotos ou 
formando biofilmes nos sistemas de distribuição de água potável (Jeppesen 1995; 
Bomo et al., 2004; EPA, 2006).   
As estirpes móveis de Aeromonas spp. são caracterizadas por possuírem 
uma motilidade activa resultante da presença de um único flagelo polar, que tanto 
pode ser perítrico ou lateral. Possuem ainda capacidade de produção de gás e 
ácido a partir de carbohidratos (Edberg e Browne, 2007). 
Aeromonas spp. têm uma temperatura óptima de crescimento que varia 
entre os 22ºC-35ºC. Algumas espécies, incluindo as imóveis como Aeromonas 
salmonicida, não crescem a 35ºC. Aeromonas spp. são microrganismos patogénicos 
primários ou secundários de peixes, anfíbios e outros animais exotérmicos 
(Palumbo, 1996). Algumas espécies são consideradas como espécies patogénicas 
oportunistas de humanos. Infectam particularmente indivíduos imunodeprimidos 
ou portadores de doenças crónicas, provocando uma variedade de patologias 
como: septicemias (Panigua et al., 1990; Liu e Bi, 2007), feridas de pele profundas, 
meningites, peritomitese e infecções hepatobiliares (Edberg e Browne, 2007).  
As estirpes de Aeromonas móveis são geralmente resistentes a penicilina, 
ampicilina, carbenicilina e ticarcilina, no entanto podem ser susceptíveis a 
aminoglicosídeos, carbapenemos, cloranfenicol, tetraciclina, quinolonas e também 
à segunda e terceira geração de cefalosporinas (Janda e Abbott, 1998). A resistência 
aos antibióticos estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclina, cefalexina, cefoxitina, 
eritromicina, furazolidona e sulfatiazolato, é mediada por plasmídeos (EPA, 2006). 
Embora as estirpes de Aeromonas sejam susceptíveis ao cloro, deve ser pesquisado 
o efeito de outros oxidantes, como por exemplo, o papel de derivados de ozono e o 
efeito de aditivos de águas potáveis, no crescimento e sobrevivência destes 
microrganismos (Edberg e Browne, 2007). 
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2.2 Taxonomia do género 
Até à década de 70, as Aeromonas eram divididas em dois grupos, baseando-
se para tal em propriedades fisiológicas. Aeromonas móveis crescem entre 35ºC-
37ºC (mesofílicas) e são reconhecidas como causadoras de doenças em humanos, 
por exemplo Aeromonas hydrophila. Aeromonas imóveis, por exemplo, Aeromonas 
salmonicida, crescem entre 22-28ºC (psicrofílicas) e provocam infecções em peixes. 
As características fenotípicas para a diferenciação de espécies são, para além da 
temperatura óptima de crescimento e da motilidade, a produção de indol e a 
produção de um pigmento parecido com a melanina em meio agarisado com 
tirosina (EPA, 2006). 
A taxonomia de estirpes psicrofílicas tem se mantido relativamente estável, 
enquanto que o número de espécies mesofílicas tem aumentado. Devido a esta 
instabilidade, a taxonomia do género Aeromonas tem sofrido muitas alterações 
desde a sua descrição no Manual de Sistemática Bacteriológica de Bergey, onde foram 
incluídas apenas três fenoespécies mesofílicas móveis (Aeromonas hydrophila, 
Aeromonas caviae e Aeromonas sobria) e uma espécie psicrófilica não móvel 
(Aeromonas salmonicida). Com base em estudos anteriormente realizados, 
juntamente com uma série de trabalhos usando técnicas de hibridação DNA-DNA 
foram definidos 12 grupos de hibridação DNA-DNA, designados por HG 
(“hybridization groups”) (Tacão, 2003). 
Actualmente, estão definidos 17 grupos de hibridação. O aumento do 
número de fenoespécies e genoespécies (anexo 1) levou a que, em 1986, Colwell e 
colaboradores sugerissem a criação da sua própria família, sendo assim 
transferidas da família Vibrionaceae para a nova família Aeromonadaceae (Colwell et 
al., 1986).  
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Desde modo a ordem Aeromonadales compreende uma única família de 
bactérias, Aeromonadaceae, onde se encontra o género Aeromonas sendo Aeromonas 
hydrophila designado como a espécie tipo (EPA, 2006). 
 
2.3 Mecanismos de virulência de Aeromonas spp. 
A virulência de estirpes de Aeromonas é multifactorial (Trower et al., 2000; 
Liu e Bi, 2007) e apesar de décadas de investigação intensiva ainda não é 
totalmente compreendida. Têm sido descritos (EPA, 2006) inúmeros factores de 
virulência como toxinas, enterotoxinas, proteases, hemolisinas, lipases, adesinas, 
aglutininas, enzimas hidrolíticas, proteínas membranares externas, camada-S, 
flagelo e pili. Janda (2002) reviu inúmeros factores de virulência produzidos por 
Aeromonas spp. As bactérias Aeromonas spp. produzem uma ampla diversidade de 
enzimas hidrolíticas extracelulares como amilase, deoxiribonucleases, esterases, 
peptidases, elastase, quitinase e lipase. 
Os factores estruturais das bactérias promovem a aderência à célula (pili, 
flagelo), a colonização das bactérias (adesinas, proteínas membranares externas) e 
a protecção das células perante a resposta do hospedeiro (camada-S, 
lipopolissacarídeos (LPS) e cápsula) (Chang et al., 1997; EPA, 2006). As proteínas 
que ligam colagénio encontram-se maioritariamente no meio extracelular e em 
associação com a célula, pensa-se que estas proteínas também têm propriedades 
de aderência (EPA, 2006). 
 
2.3.1 Factores de virulência 
Existem factores de virulência de estirpes de Aeromonas spp. que se 
encontram associados à própria célula (estruturais), enquanto que outros são 
extracelulares à célula (anexo 2 ). 
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2.3.1.1 Factores de virulência estruturais  
Os factores de virulência associados à célula, descritos para o género Aeromonas 
são:  
 
A. Invasinas, factor que ajuda na invasão do tecido hospedeiro (Nishikawa et al., 
1994; EPA, 2006).  
 
B. Adesinas, favorecem a adesão das bactérias ao hospedeiro, induzindo a 
patogénese (EPA, 2006). 
 
C. Proteínas Membranares Externas (OMP), a literatura refere que estas proteínas 
regulam a aderência das bactérias às células do hospedeiro. Algumas destas 
proteínas possuem actividade de hemaglutinação enquanto outras possuem 
capacidade de formação de poros (EPA, 2006). 
 
D. Proteínas da Camada S, são proteínas pertencentes à camada S. Esta camada é 
uma estrutura composta por proteínas ou glicoproteínas ligadas à parede celular 
bacteriana. A camada S tem como funções: servir de reservatório de água e 
nutrientes, aumentar a aderência a superfícies através da formação de biofilmes, 
aumentar a capacidade invasora das bactérias patogénicas e por fim aumentar a 
resistência microbiana a antibióticos (Costa, 2003). A camada S tem sido associada 
à virulência, uma vez que fornece protecção contra efeitos bacteriológicos a 
respostas imunes, protege as células da proteólise, facilita a associação com os 
macrofagos e permite a ligação ao colagénio. Quando a camada S é destruída por 
qualquer motivo, a virulência associada à bactéria é consequentemente reduzida. 
A camada S, produzida em Aeromonas spp., encontra-se associada a infecções 
extraintestinais em humanos (EPA, 2006). 
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E. Lipopolissacarídeos (LPS), têm um papel importante na aderência das células 
epiteliais, na resistência a soro não imune e também na virulência (Merino et al., 
1996). Possuem um elemento estrutural importante da célula Gram-negativa, que 
é responsável para o antigénio somático específico (O-antigénio) (substância 
nociva ao organismo que estimula a produção de anticorpos específicos). Se 
ocorrer perda de lipopolissacarídeos a adesão é reduzida em 61%. Tso e Dooley 
(1995)  sugeriram que os LPS são necessários para a colonização de células de 
espécies invasivas e enterotóxicas, podendo ser também requeridos por espécies 
invasoras (EPA, 2006). 
 
F. Cápsula, estudos realizados descreveram que o material da cápsula tem a 
capacidade de proteger as células da actividade letal do soro (EPA, 2006). 
 
G. Flagelo lateral pode facilitar o movimento (Kirov et al., 2002), a formação de 
biofilmes, além de poder prolongar a infecção (EPA, 2006). 
 
H. Pili (Fímbrias), regulam a aderência dos microrganismos às células 
hospedeiras, os pili são filamentos estruturais, tendo sido descritos como potencial 
factor colonizador em A. hydrophila e A. veronii br sobria. Estudos realizados por 
Kirov (1993) demonstraram que os pili são factores importantes na aderência a 
superfícies mucosas (EPA, 2006). 
 
2.3.1.2 Factores de virulência extracelulares   
Os factores de virulência extracelulares descritos para o género Aeromonas são 
nomeadamente: 
 
A. Produtos Extracelulares (ECP) são considerados como factores de virulência; 
ECP’s produzidos por A. hydrophila demonstraram que consoante a sua 
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concentração podem induzir letalidade em peixes (Costa, 2003). Estudos 
realizados em salmões do Árctico permitiram isolar Aeromonas salmonicida atípica, 
a partir destes isolados, foi possível extrair os Produtos Extracelulares (ECP’s). 
Estes ECP’s demonstraram uma baixa actividade proteolítica e nenhuma 
actividade gelatinolítica, sugerindo que os ECP’s segregados por Aeromonas 
salmonicida atípica não são um factor de virulência com importância nas infecções 
dos salmões do Árctico (Madetoja et al., 2003). Em estudos realizados com ECP’s 
de Aeromonas veronii br sobria, pode se verificar que os ECP’s obtidos a baixas 
temperaturas podem ser considerados contendo potencial virulência (González-
Serrano et al., 2002). Existe ainda uma complexidade muito grande em relação aos 
produtos extracelulares como factores de virulência, sendo necessário haver mais 
investigação a este nível (Madetoja et al., 2003). 
 
B. Enzimas, Aeromonas spp. produzem uma ampla variedade de enzimas 
extracelulares, algumas delas contribuem para a patogénese. Pemberton e 
colaboradores (1997) efectuaram uma revisão das enzimas produzidas por 
Aeromonas spp., tendo em conta a sua função biológica e o controlo genético 
(anexo 3) (EPA, 2006). 
 
C. Elastase, a produção de elastase tem sido sugerida como marcador fenotípico 
para a caracterização de Aeromonas spp. Recentemente, a elastase tem tido elevado 
interesse como potencial factor de virulência (Cascón et al., 2000). Estudos 
realizados anteriormente, clonaram o gene apk que codifica para uma 
metaloprotease extracelular de A. hydrophila que exibe actividade elastinolítica 
(EPA, 2006). 
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D. Lipases, genes de lipases como: plc, lipH3, pla e lip têm sido identificados como 
potenciais factores de virulência, em que a mutação nesses genes reduz o efeito 
letal em ratos e peixes  (EPA, 2006). 
 
E. Nucleases, Pemberton e seus colaboradores (1997) não encontraram qual a 
função das nucleases na patogenecidade (EPA, 2006). 
F. Glicerofosfolípido colesterol Acetiltransferase (GCAT), A. salmonicida produz 
GCAT como sendo o factor de virulência mais importante, pois provoca 
furunculose em peixes. A. hydrophila segrega uma enzima semelhante que 
hidrolisa lípidos e fosfolípidos, contudo a função de GCAT na patogénese humana 
ainda não é conhecida. GCAT possui, actividade de lípase ou actividade de 
fosfolipase, podendo digerir a membrana plasmática causando a lise dos 
eritrócitos (Pemberton et al., 1997). 
 
G. Superóxido Dismutase, estudos realizados descreveram que o magnésio da 
superóxido dismutase de A. hydrophila tem uma função equivalente ao cobre/zinco 
(Cu/Zn) da superóxido dismutase de Escherichia coli. Localizam-se no espaço 
periplásmico, conferindo assim, uma vantagem na virulência das bactérias (EPA, 
2006). 
 
H. Toxinas 
H.1. β-hemolisina, duas toxinas hemolíticas foram descritas em Aeromonas, 
Hemolisina codificada pelo gene hlyA, e Aerolisina codificada pelo gene aerA. A 
Hemolisina, como proteína citolítica extracelular, leva à formação de poros/canais 
na membrana celular, destruindo assim a barreira de permeabilidade da 
membrana tendo como consequência a morte da célula (Costa, 2003). Estudos 
realizados permitiram a clonagem do gene para a β-hemolisina, a partir de 
isolados de A. hydrophila de peixes de águas doces na China. A sequência foi usada 
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para caracterizar amostras ambientais por PCR, detectando potenciais estirpes 
patogénicas de A. hydrophila, dada a importância económica em aquaculturas 
(EPA, 2006).  
 
H.2. Toxinas Citotóxicas, a mais  importante hemolisina produzida por Aeromonas 
spp. denomina-se por Aerolisina. 
H.2.1. Aerolisina, é segregada como uma proteína inactiva de 52 kDa que se 
denomina de pró-aerolisina, até ser activada proteoliticamente. Aerolisina é uma 
toxina produzida por Aeromonas spp. com capacidade de formar poros, esta toxina 
é conhecida como factor de virulência (Singh e Sanyal, 1992). Esta toxina é 
produzida por algumas estirpes como A. hydrophila, A. veronii br sobria e A. caviae. 
O gene aerA está presente em todas as estirpes de Aeromonas. A toxina é expressa 
na parte final da fase exponencial da curva de crescimento. A Aerolisina atravessa 
a membrana celular bacteriana, como proaerolisina inactiva, que posteriormente 
liga o receptor glicoforina à membrana dos eritrócitos. Esta toxina é activada por 
proteólise podendo ser activada por proteases bacterianas ou por proteases do 
hospedeiro, formando assim um canal transmembranar (EPA, 2006). 
 
H.3. Toxinas Citotoxinas ou Enterotoxinas, foram já descritas três toxinas com 
diferentes tamanhos moleculares (15 kDa, 44 kDa e 70 kDa). A toxina com menor 
peso molecular (15 kDa) fez aumentar a concentração de cAMP a nível 
intracelular; enquanto que a toxina com 44 kDa, fez aumentar a concentração de 
PGE2, não alterando a concentração de cAMP. A toxina com 70 kDa registou 
qualquer alteração nas concentrações de cAMP ou de PGE2. Embora inúmeras 
estirpes de Aeromonas não possuam capacidade de produção de enterotoxinas, 
estas toxinas têm alguma importância na patogenicidade das estirpes. As 
enterotoxinas são produtos extracelulares segregados para o exterior da célula, 
que podem actuar sobre o epitélio intestinal produzindo inflamação (EPA, 2006). 
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Recentemente foi descrita a citotoxina VCF (“vacuolating cytotoxic factor”) 
presente em A. sobria e A. veronii br sobria. Esta citotoxina não é uma enterotoxina 
hemolítica, no entanto comporta-se como uma protease serínica. VCF provoca 
danos na membrana celular e diminui a funcionalidade da mitocôndria, sendo 
considerado factor de virulência (Martins Luciano et al., 2007). 
 
I. Proteases, a função das proteases como factores de virulência não tem sido 
completamente esclarecida (Gonzalez-Serrano et al., 2002). Diferenças na 
complexidade de proteases têm sido atribuídas, às diferentes espécies, à 
temperatura de incubação e também ao meio de cultura. Proteases de A. hydrophila 
e A. veronii br sobria evidenciam uma diferença entre dois tipos, as metaloproteases 
termoestáveis (TSMP) que são sensíveis ao EDTA e as proteases serínicas (TLSP) 
que são sensíveis ao PMSF. A maioria das proteases é produzida pelas diferentes 
estirpes, no entanto só um pequeno número produz unicamente TSMP. Muitas 
outras estirpes produzem unicamente TSLP. As proteases de A. caviae foram 
pesquisadas, onde encontraram evidências de produção de proteases serínicas. Os 
estudos realizados anteriormente davam conhecimento apenas da produção de 
metaloproteases termoestáveis por A. caviae. Foi demonstrado que as proteases 
serínicas activam a pró-aerolisina e também o glicerofosfolípido colesterol 
acetiltransferase (GCAT); contudo, Gonzalez-Serrano (2002) e colaboradores 
encontraram uma relação entre a actividade proteolítica e a expressão de 
hemolisinas. Estudos realizados descreveram que, quando o crescimento ocorre 
em meios em que a temperatura é inferior à temperatura normal (30ºC) verifica-se 
a presença de proteases e de hemolisinas de A. hydrophila, embora com uma 
actividade baixa (EPA, 2006). 
As proteases, como uma mistura de enzimas que degradam proteínas, são 
mais importantes na patogénese em peixes do que os factores hemolíticos e 
enterotóxicos associados às doenças em humanos.  
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Em estudos anteriores realizados sobre factores de virulência, envolvendo 
proteases e outras exotoxinas, em infecções causadas por Aeromonas móveis, foi 
verificada a capacidade de aderência das células bacterianas aos eritrócitos, 
baseados na hipótese de que a capacidade para aderir às células do hospedeiro 
constitui um pré-requisito para a infecção. No entanto, concluíram que a 
capacidade de uma determinada espécie de induzir doença não estava 
directamente relacionada com a capacidade de aderência. A patologia pode estar 
relacionada com múltiplos marcadores fisiológicos e biológicos (Costa, 2003).  
Acredita-se também que as proteases contribuem para a virulência de 
Aeromonas em peixes e outros hospedeiros, no entanto, a sua contribuição na 
patogenicidade humana necessita ainda de ser determinada (González-Serrano et 
al., 2002). 
Foi caracterizada uma toxina protease a partir de ECP de isolados de 
Aeromonas salmonicida atípica, denominada metaloproteinase AsaP1, tendo esta 
toxina um papel importante na patogénese dos salmões do Árctico (Madetoja et 
al., 2003). 
 
2.4 Aeromonas hydrophila 
Aeromonas hydrophila, encontra-se no grupo de espécies móveis e mesofílicas 
(crescimento entre 35-37ºC) associadas a patologias em humano. É a única espécie 
que causa patologias em populações de peixes e em humanos (Seshadri et al., 
2006).  
A. hydrophila é um agente patogénico oportunista que causa infecção numa 
ampla gama de hospedeiros devido à sua virulência multifactorial (Liu e Bi, 2007).   
A patogenicidade de A. hydrophila é multifactorial envolvendo inúmeros 
factores associados à célula, como as adesinas, pili, proteínas da camada S, e 
diversos produtos extracelulares incluindo proteases, hemolisinas e 
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acetilcolisterases. Embora o mecanismo de patogénese seja ainda controverso, 
sabe-se que estes determinantes de virulência estão sequencialmente envolvidos 
na capacidade desta bactéria invadir e colonizar os tecidos do hospedeiro, de 
forma a contornar a sua resposta imunológica e proliferar em todo o sistema. 
Podem, eventualmente, causar a morte do hospedeiro (Liu e Bi, 2007).  
Cascón e colaboradores (2000) demonstraram, através da clonagem do gene 
ahyB, que esta elastase constitui um importante factor de virulência de A. 
hydrophila. Outro exemplo bem caracterizado é a Aerolisina. Trata-se de uma 
toxina segregada por A. hydrophila que possui um importante papel na virulência 
deste microrganismo (Zhu et al., 2007).  
 
2.5 Interesse e importância 
É um microrganismo que provoca septicemia hemorrágica fatal, uma 
doença sistémica nos peixes que causa importantes perdas na aquacultura. No 
entanto também causa diversas infecções em humanos, como infecções em feridas 
de pele e diarreias (Liu e Bi, 2007).  
A. hydrophila pode causar alterações histológicas como necrose, hemorragia 
e inflamações, quer na pele, quer no tecido muscular de determinados peixes 
(Rhamdia quelen). Também provoca mudanças comportamentais, como perda de 
equilíbrio e em grande parte permanência dos peixes no fundo dos tanques nas 
pisciculturas. Para além das perdas económicas que as bactérias podem originar, 
pela mortalidade que provocam, geralmente provocam lesões cutâneas, 
retardando o crescimento e a engorda dos peixes, o que impede o seu consumo. 
A. hydrophila encontra-se associada a algumas patologias em peixes, que  
são: escurecimento da pele, ascite, hemorragias externas e irregulares na superfície 
do corpo e na base das barbatanas. Na necropsia de peixes, os órgãos internos 
encontram-se congestionados e as vísceras cobertas com hemorragias. Existem 
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também lesões graves na pele, edemas na derme e ulceração na epiderme (Boijink 
e Brandão, 2001). 
O interesse por A. hydrophila tem aumentado, pelo seu envolvimento em 
casos clínicos como gastroenterites em humanos. Embora este microrganismo 
possua origem aquática, tem sido isolado de vários tipos de alimentos, como 
marisco, carnes, aves domésticas, lacticínios e legumes, assim como de vários 
locais de abastecimento de água potável (Tsai et al., 1997). 
Seshadri e colaboradores (2006) sequenciaram o genoma de A. hydrophila. A 
sequência do genoma revela mecanismos que contribuem para a virulência e 
metabolismo “fitness” que permite a este organismo crescer numa variedade de 
ecossistemas; permitindo também explicar como é que A. hydrophila é capaz de 
sobreviver em ambientes poluídos ou pobres em oxigénio e capaz de colonizar e 
causar patologias em humanos e outros hospedeiros (ex. peixes).  
 
3. Estudos in silico no genoma de A. hydrophila  
Seshadri e colaboradores (2006) sequenciaram o genoma de A. hydrophila 
ATCC 7966T; referência NC_008570. O genoma completo é composto por um 
cromossoma único e singular com 4.744.448 pares de bases, com 61,5% de 
conteúdo em GC e que codifica para 5,195 sequências. Cerca de 90% das 
sequências de A. hydrophila tem correspondência com outros genomas 
sequenciados de Gamaproteobacteria (Pseudomonas spp., Vibrio spp., Escherichia 
coli, Salmonella spp. e Yersinia pestis). Os genomas com maior homologia (cerca de 
80%) são de Vibrio vulnificus e Photobacterium profundum.  
Estudos de patogenicidade (medição de 50% de letalidade) determinaram 
que das 12 estirpes tipo de Aeromonas, as espécies mais patogénicas são Aeromonas 
jandaei ATCC 49568T seguida de A. hydrophila ATCC 7966T. Contudo foi 
determinado que A. hydrophila ATCC 7966T se enquadra nas estirpes mais 
patogénicas em experiências de letalidade em ratos. 
Introdução 
 
2424 
Proveniente da sequenciação do genoma de A. hydrophila foi possível uma 
melhor caracterização de factores de virulência já conhecidos, incluindo 
hemolisinas, proteases, proteínas relacionadas com pilus, e também a identificação 
de outros factores de virulência (Seshadri et al., 2006).  
O gene AHA_0517 está anotado no genoma de A. hydrophila ATCC 7966T, 
como gene que codifica para uma proteína da família das colagenases. Este gene 
encontra-se entre 547928-550675 pares de bases, codifica para uma proteína com 
915 aminoácidos e com 103,120 kDa de peso molecular. É com base neste gene que 
foi realizado o trabalho laboratorial. Até à data, não foram publicados estudos de 
caracterização de colagenases de A. hydrophila. Uma pesquisa nas bases de dados 
do NCBI, usando o programa Blast permitiu verificar que o produto do gene 
AHA_0517 tem elevada similaridade com o produto do gene ASA_3723 de A. 
salmonicida A449. Tal com o gene AHA_0517 de A. hydrophila também o gene 
ASA_3723 foi anotado durante a sequenciação do genoma de A. salmonicida A449. 
Pode verificar-se que estas duas sequências se encontram num grupo distinto 
dentro da família Peptidase M9, nomeadamente no tamanho e sequência de 
resíduos proteicos. 
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Figura 2 - Cladograma de sequências de colagenases microbianas, e respectivos números de acesso 
ao NCBI, da família Peptidase M19. A legenda (0,1) indica a substituição de nucleótidos por local 
na sequência.  
 
 
4. Sistemas de expressão 
No estudo de proteínas é desejável obter grandes quantidades de uma 
determinada proteína para efectuar estudos bioquímicos e estruturais. A clonagem 
de um gene que codifica para a proteína em estudo, é um dos métodos mais 
utilizados para ultrapassar este problema. No entanto, a proteína é usualmente 
produzida em quantidades insuficientes (Snyder e Campness, 2003). A estratégia 
básica para aumentar a expressão de uma proteína passa pela clonagem do gene 
correspondente num vector de expressão e a sua transformação no hospedeiro. 
Um vector de expressão é um vector de clonagem construído de forma que o gene 
aí inserido seja transcrito/traduzido após a sua introdução no hospedeiro. 
Geralmente faz-se uso de estirpes mutantes para que a degradação de proteínas 
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seja minimizada (Videira, 2001). Para a produção de proteína recombinante os 
principais processos são: clonagem do gene, expressão e purificação da proteína 
(Yokayama, 2003). 
Todos os sistemas têm as suas vantagens e desvantagens. A escolha de um 
sistema em particular depende essencialmente das características da proteína e do 
uso que se lhe destina. Normalmente, a E. coli é um sistema apropriado quando é 
possível expressar as proteínas de forma solúvel, uma vez que se pode obter 
grandes quantidades de proteína com a estrutura correcta e activa (Videira, 2001). 
Os vectores de expressão podem ser divididos em dois grupos: vectores de 
transcrição e vectores de tradução. Os vectores de transcrição transcrevem o gene 
clonado em RNA mensageiro a partir de um promotor presente no vector de 
expressão. O gene clonado é traduzido da própria região de iniciação de tradução; 
no entanto genes de eucariotas ou genes de bactérias pouco relacionadas com E. 
coli não devem ser expressos num vector de transcrição. Nos vectores de tradução 
o gene que vai ser expresso é fundido com a região de iniciação de tradução do 
vector, o que permite a sua expressão independentemente da origem. Os vectores 
de tradução traduzem qualquer gene, contudo este gene deve ser inserido no 
vector de modo a que a sua grelha de leitura (ORF) seja fundida com a região de 
iniciação de tradução do vector. Estas fusões são geralmente efectuadas 
recorrendo à técnica de PCR (Snyder e Campness, 2003).  
Para resolver os problemas da purificação das proteínas recombinantes e 
outros como solubilidade, estabilidade e níveis de expressão, é frequente produzir 
proteínas de fusão. Nestes casos, as sequências codificantes da proteína relevante 
são ligadas aos genes de outras proteínas que possuem as características 
apropriadas (proteínas transportadoras). Outra possibilidade é a de expressar as 
proteínas com pequenas caudas ou etiquetas (tags). Estas caudas são colocadas nas 
extremidades N- ou C- terminal e permitem uma fácil purificação e/ou detecção da 
proteína. Um exemplo típico é a cauda de histidinas, seis a dez resíduos 
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consecutivos de histidina que permitem a purificação da proteína por 
cromatografia de afinidade. Em qualquer dos casos, expressão de proteínas de 
fusão ou de proteínas com cauda, é usual inserir no vector uma outra sequência 
codificante. Esta pequena sequência fica entre as sequências codificantes da 
proteína relevante e as da proteína transportadora ou as da cauda. Codifica uma 
sequência de aminoácidos que pode ser clivada por processos químicos ou por 
proteases. Estes tratamentos permitem que a proteína recombinante seja separada 
da proteína transportadora ou da cauda, conforme o caso, após a purificação 
(Videira, 2001 e Yokoyama, 2003).   
O promotor de transcrição é também um dos factores importantes na 
expressão de um gene. A região promotora é o local onde se liga inicialmente a 
RNA polimerase. Para a construção de um sistema funcional é importante incluir 
um promotor forte no vector de expressão. Em E. coli os promotores mais 
utilizados são: lacUV5 (controla a β-galactosidase), trp (controla a síntese do 
triptofano) e tac (híbrido sintético dos promotorese lac) (Brock et al., 1994)   
Um sistema interessante e muito utilizado envolve um promotor 
reconhecido pela RNA polimerase do fago T7. Esta polimerase é muito selectiva 
para promotores específicos do fago. O gene relevante que se quer expressar é 
clonado sob o controlo desse promotor. O gene é transcrito (e posteriormente 
traduzido) por indução da expressão da RNA polimerase T7. O gene codificante 
da polimerase está também colocado sob o controlo de um promotor indutível, 
como o promotor lac. Assim, induzindo o sistema lac (com a adição de IPTG, por 
exemplo), consegue-se a produção da proteína relevante (Videira, 2001). Os 
vectores que usam este sistema são designados pET (plasmid for expression by T7 
RNA polymerase) e são extremamente utilizados para a sobreexpressão em larga 
escala de proteínas recombinantes em células procariotas e eucariotas (Spehr et al., 
2000). 
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5. Cultura de células 
A cultura de células, é uma técnica com grande interesse para a 
investigação com aplicação biotecnológica e biomédica, na produção de vacinas 
anti-virais, na compreensão da neoplasia no estudo da imunologia e em ensaios de 
fármacos e cosméticos in vitro. A padronização das condições das linhas celulares 
permitiu um maior desenvolvimento na tecnologia da cultura de tecidos (Mather e 
Roberts, 1999). 
A cultura de células é uma técnica que permite o crescimento e a 
propagação de diferentes tipos de células de organismos sobre determinadas 
condições controladas (Butler e Dawson, 1986). 
De modo a mimetizar as condições do tecido de origem, as células são 
cultivadas em meio de crescimento e mantidas em incubadoras com uma 
atmosfera húmida e com CO2. O meio de crescimento da cultura de células contém 
aminoácidos, nucleótidos, sais, vitaminas e é suplementado com soro. O 
crescimento das células organiza-se em monocamadas (em alguns casos 
multicamadas) na superfície do frasco/placa de cultura. As células multiplicam-se 
até entrarem em contacto umas com as outras, atingindo o estado de cultura 
confluente. As células normais param de crescem quando começam a contactar 
umas com as outras, este fenómeno é conhecido como inibição de contacto 
(Mather e Roberts, 1999). 
 
5.1 Tipos de cultura 
Existem três variedades de culturas celulares – culturas primárias, culturas 
secundárias e linhas celulares.  
A cultura primária consiste na cultura a partir de um órgão complexo ou de 
um fragmento de tecido (Mather e Roberts, 1999) implicando a prévia 
desagregação (mecânica ou enzimática) do tecido original (Duarte, 2006). 
Introdução 
29 
As culturas secundárias derivam de culturas primárias por dissociação das 
células e plaquemento em placas de cultura. Este tipo de cultura também é 
designado por cultura contínua, compreende um único tipo de células aderentes à 
placa de cultura, que crescem e se dividem quando são incubadas com o meio de 
cultura. Estas células apresentam frequentemente muitas propriedades 
diferenciadas específicas da sua origem o que permite estudar eventos que não são 
possíveis de serem estudados em tecidos intactos. A maioria das células de 
vertebrados morre após um número finito de divisões em cultura. Pelo contrário, 
as linhas celulares consistem numa população de células cultivadas que são 
submetidas a alterações genéticas, que possibilitam a sua proliferarão 
indefinidamente, isto é, as células tornam-se “imortais” (Duarte, 2006).  
Na cultura celular recorre-se frequentemente a linhas celulares, em virtude 
destas poderem ser armazenadas em azoto líquido por um longo período e 
continuarem viáveis, quando descongeladas (Mather e Roberts, 1999). 
 
5.2 Manutenção de uma cultura celular 
Para manter uma cultura celular é necessário que, periodicamente, se 
renove o espaço e o meio de crescimento para que as células possam crescer. A 
frequência da subcultura e o rácio de divisão ou a densidade a que as células 
atingem depende das características de cada linha celular.  
A subcultura envolve a remoção do meio de cultura, a lavagem das células, 
a dissociação das células aderentes por acção enzimática e diluição da suspensão 
celular num novo meio de cultura.  
Para analisar as características de crescimento de um tipo particular de 
célula ou de uma linha celular, pode ser estabelecida uma curva de crescimento, 
de modo a obter a fase de duplicação da população, a fase lag e a densidade de 
saturação. O crescimento do número total de células, é uma óptima medida da 
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resposta biológica, uma vez que é influenciada de um modo geral por diferentes 
factores, incluindo mudanças no nível de nutrientes, transporte, integridade da 
membrana e entre outros factores. 
O número total de células quer em tecido in vivo quer numa placa de 
cultura in vitro é medido consoante a razão de crescimento, de divisão celular e de 
morte celular. A solução azul tripan permite a exclusão entre células vivas e 
células mortas, sendo um método de detecção rápido e simples (Parks et al., 1979).  
 
5.3 Detecção de citotoxicidade 
O alamar blue (resazurina) é o um indicador redox que exibe mudanças 
colorimétricas e fluorescentes mediante a resposta da actividade metabólica. A 
redução do corante alamar blue é dependente e equivalente à redução celular. 
Desta forma, a redução do alamar blue reflecte a produção de energia celular (Abe 
et al., 2002). Alternativamente, recorre-se ao uso do MTT, no entanto a redução de 
actividade do MTT parece reflectir uma actividade metabólica celular. Estudos 
recentes mostram que o processo de redução do MTT como um todo é mais 
complexo do que se considerava. Sendo necessário algum cuidado na 
interpretação dos resultados como indicação de um estado de redução celular 
(O’Brien et al., 2000). 
O ensaio com alamar blue foi desenvolvido como um teste rápido e simples, 
para avaliar a proliferação celular, viabilidade e citotoxicidade e o comportamento 
de tóxicos em células vivas (Abe et al., 2002). 
O alamar blue é mais sensível como indicador redox e requer menos 
redução quando comparado com o MTT (Abe, 2002). Não é tóxico para as células, 
não sendo necessário a morte celular para se obter resultados como acontece no 
método com MTT, mesmo após um longo período de incubação. O alamar blue 
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entra no citoplasma onde é reduzido num produto fluorescente e depois é 
excretado para o meio (O’Brien et al., 2000).  
As células viáveis conseguem reduzir o corante alamar blue resultando 
numa mudança química de azul não fluorescente (resazurina) para vermelho/rosa 
(resorufina) (O’Brien et al., 2000; DeWitte-Orr e Bols, 2005). Após as células 
marcadas com alamar blue, é feita a detecção no espectrofotómetro usando os 
comprimentos de onda 570 nm e 600 nm, para absorvância de resorufina e 
resazurina, respectivamente (O’Brien et al., 2000). 
 Existe uma correlação directa entre a redução do alamar blue (resazurina) 
no crescimento e na proliferação de organismos vivos, desde bactérias a células 
eucariotas. Este método é utilizado para avaliar a citotoxicidade de diversos tipos 
de células desde fibroblastos e linhas celulares cancerígenas, avaliar a fiabilidade 
da proliferação celular em linfócitos e em culturas primárias neuronais 
(Nakayama et al., 1997; O’Brien et al., 2000). 
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Com base num estudo realizado anteriormente que tinha como objectivo 
identificar a caracterizar produtos extracelulares de Aeromonas spp., foi possível 
verificar que produtos extracelulares de A. hydrophila CECT 839T degradavam 
colagénio tipo I. Desta forma, e tendo como suporte a sequenciação do genoma 
deste microrganismo, verificou-se a existência do gene AHA_0517 que codifica 
para um proteína da família das colagenases.  
Os objectivos do trabalho foram: 
 Clonagem do gene AHA_0517 de A. hydrophila CECT 839T  em células de E. 
coli. 
 Determinação das condições óptimas de expressão da potencial colagenase, 
na sua forma solúvel e activa. 
 Estabelecimento de ensaios para avaliação citotóxica dos extractos de E. coli 
BL21(DE3) transformada e da proteína recombinante.  
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1. Estirpes bacterianas e plasmídeos 
As estirpes bacterianas e plasmídeos utilizados neste trabalho, a sua 
origem e algumas das suas características, encontram-se descritos na tabela 2. 
 
Tabela 2 - Estirpes bacterianas e plasmídeos utilizados neste trabalho 
Estirpes Características Origem e / ou 
Referência 
A. hydrophila  Estirpe de colecção CECT 839T 
E. coli TOP10F’ Células competentes para clonagem: 
F-,mrcA∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)Φ80lacΖ∆M15 ∆lacX74 deoR 
recA1 araD139∆(ara-leu)7697 ga/U ga/K rpsL endA1 nupG 
Invitrogen 
E. coli BL21(DE3) Células competente para expressão proteica: 
F-ompT hsdSB(rB-mB-)gal dcm (DE3) 
Novagen 
   
Plasmídeos   
pET-26b(+) Vector de clonagem e expressão de proteínas 
recombinantes; Camr 
Novagen 
Plasmídeo 
Recombinante 
(pAhC3) 
Plasmídeo recombinante; vector pET-26b(+) contendo o 
gene AHA_0517 ; Camr  
Este trabalho 
 
2. Meios de cultura 
Para todos os meios de cultura é dada a composição para o volume de 1 
litro. Logo após a sua preparação e segundo as indicações do fabricante, os meios 
de cultura foram esterilizados em autoclave a 121ºC durante 15 minutos. Os 
modelos sólidos foram preparados de acordo com a composição apresentada para 
o meio líquido correspondente, com o suplemento de 2% de Agar-Agar (Merck). 
 
Meio de “Glutamate Starch Phenol-red Agar” (GSP - Merck)*  
Glutamato de Sódio   10,0 g 
Amido Solúvel    20,0 g 
KH2PO4    2,0 g 
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MgSO4     0,5 g 
Vermelho de fenol   0,36 g 
Agar-agar    12,0 g 
(pH 7,2) 
* Este meio é suplementado com ampicilina (50 µg/ml) 
 
Meio de “Tryptic Sodium Broth”  (TSB – Merck) 
Peptona de caseína   17,0 g 
Peptona de soja    3,0 g 
KH2PO4    2,5 g 
NaCl     5,0 g 
Dextrose    2,5 g 
(pH 7,3) 
 
Meio de “Tryptic Sodium Agar” (TSA - Merck) 
Peptona de caseína   17,0 g 
Peptona de soja    3,0 g 
KH2PO4    2,5 g 
NaCl     5,0 g 
Dextrose    2,5 g 
Agar-agar    20,0g 
(pH 7,3) 
 
Meio de “Luria-Bertani” (LB – Merck)  
Triptona    10,0 g 
Extracto de levedura   5,0 g 
NaCl     10,0 g 
(pH 7,3) 
 
Meio de “Luria-Bertani Agar” (LA - Merck) 
Triptona     10,0 g 
Extracto de levedura   5,0 g 
NaCl     10,0 g 
Agar-Agar     20,0 g 
(pH 7,3)  
 
SOC  
Triptona     20,0 g 
Extracto de levedura   5,0 g 
NaCl     0,5 g 
 
Material e Métodos 
 
 
41 
Após dissolvidos os reagentes referidos do meio SOC, foram adicionados 
10 ml de solução de KCl 250mM. Ajustou-se o pH a 7,0 e o volume até 980 ml. O 
meio foi autoclavado 20 minutos a 121ºC, deixou-se arrefecer até cerca de 55ºC e 
adicionou-se 5 ml de MgCl2 2M e 20 ml de glucose 1M, previamente esterilizados 
por filtração com filtros 0,20 µm (Albert). 
 
2.1 Aditivos aos meios de cultura 
Os aditivos para os meios de cultura utilizados neste trabalho pertencem a 
duas categorias: antibióticos e um indutor de expressão de proteina. 
Os antibióticos ampicilina e canamicina (Sigma) foram utilizados neste 
trabalho, nas seguintes condições: 
Ampicilina: Solução concentrada preparada a 100 mg/ml em água desionizada e 
para utilização a 50 µg/ml. 
Canamicina: Solução concentrada preparada a 30 mg/ml em água desionizada e 
para utilização a 30 µg/ml. 
Os antibióticos foram utilizados para selecção dos microrganismos em 
estudo e ainda para selecção e manutenção de transformantes em procedimentos 
de clonagem e expressão de genes. 
Após a preparação de cada uma das soluções de antibióticos, estas foram 
esterilizadas por filtração, usando filtros de 0,20 µm de poro e foram conservadas 
a -20ºC.  
Como indutor da expressão da proteína recombinante em estudo, utilizou-
se o ITPG (Fermentas). Foi preparada uma solução stock concentrada a 100mM 
em água desionizada e conservada a -20ºC. Esta solução foi utilizada a uma 
concentração final de 1mM em culturas bacterianas.  
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3. Conservação e crescimento dos microrganismos 
A estirpe bacteriana de A. hydrophila foi semeada em placas de GSP 
suplementado com antibiótico Ampicilina (50 µg/ml). As placas inoculadas foram  
incubadas a 30ºC durante 24 horas.  
As células competentes de E. coli encontravam-se preservadas a -80ºC, no 
meio líquido adequado, na presença de 40% de glicerol. Para a sua utilização, 
estas células formam semeadas em placas de meio LA suplementado com 
Canamicina (30 µg/ml). 
As placas foram mantidas a 4ºC e as estirpes foram repicadas para meio 
fresco sempre que necessário. 
O crescimento das estirpes, em meio líquido, efectuou-se a partir das 
colónias isoladas para meio LB (suplementado com o antibiótico adequado) com 
agitação (180 a 200 rpm) e incubadas à temperatura adequada.   
 
4. Reagentes 
Os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos aos seguintes 
fabricantes: Merck (Darmstadt, Alemanha), Sigma Chemical Co (St. Louis, 
Missouri, EUA), GIBCO BRL (Eggenstein, Alemanha), Boheringer 
Manheim/Roche (Manheim, Alemanha), Fermentas (Ontário, USA), Promega Co 
(Madison, EUA), Difco (Detroit, Michigan, USA), Pharmacia (Uppsala, Suécia), 
Bio-rad (Califórnia, EUA), Qiagen (Hilden, Alemanha), New England BioLabs 
(Massachusetts, USA), MO BIO Laboratories, Inc. (Califórnia, USA), Genomed 
(Missouri, USA).  
  
5. Marcadores de peso molecular 
5.1 Marcador de ácidos nucleicos 
O tamanho dos fragmentos de DNA foi determinado por comparação com 
a migração de fragmentos de peso molecular conhecido (Southern, 1975). Para tal, 
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foi utilizado o seguinte marcador de peso molecular Gene Ruler TM DNA Ladder 
Mix (MBI Fermentas) (anexo 4) 
 
5.2 Marcador de proteínas 
Para estimar o tamanho da proteína em estudo foram utilizados dois 
marcadores de peso molecular: Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS 
Electrophoresis (Gealthcare GE) e Prestained SDS-PAGE Broad Range (Bio-Rad). 
 
6. Preparação de DNA 
6.1 Preparação de DNA total 
O DNA total da estirpe A. hydrophila CECT 839T foi preparado a partir de 
culturas líquidas em meio LB suplementado com o antibiótico adequado e com a 
concentração adequada. Utilizando o sistema comercial Genomic DNA 
Purification Kit (Fermentas), para utilização em reacções de PCR. 
 
Preparação de DNA total (Genomic DNA Purification Kit) 
1. Incubar a estirpe em 5 ml de meio LB, durante 16-18 horas, a 250 rpm. 
2. Sedimentar as células por centrifugação, durante 10 minutos a 14000 rpm. Remover o 
sobrenadante, ressuspender o precipitado em 200 µl de TE1. 
3. Agitar vigorosamente no vórtex. 
4. Adicionar Lisozima (6 µl/tubo), deixar incubar durante 1 hora a 37ºC. 
5. Adicionar 400 µl de Solução de Lise (Fermentas). Misturar vigorosamente. Incubar 10 
minutos a 65ºC. A solução deve apresentar-se viscosa e transparente. 
6. Adicionar 600 µl de clorofórmio e agitar até que as fases se misturem. Centrifugar 2 minutos 
a 10000 rpm. 
7. Remover a fase aquosa para um tubo novo. 
8. Adicionar um volume igual de isopropanol, agitar  o tubo até formar um novelo. 
9. Incubar 10 minutos a 4ºC. 
10. Adicionar 100 µl de NaCl a 1,2M. Adicionar 2 µl de uma solução de RNAse a 10mg/ml.  
Incubar 10 minutos a 37ºC. 
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11. Adicionar 300 µl de etanol, deixar precipitar durante 15 minutos a -20ºC. 
12. Centrifugar 10 minutos a 10000 rpm. 
13. Adicionar 200 µl de etanol a 70%, centrifugar 5-10 minutos a 10000 rpm. 
14. Remover o etanol e secar o precipitado. 
15. Ressuspender em 50 a 100 µl de TE. Conservar a -20ºC.  
1Tampão TE - 10mM Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA  
 
6.2 Preparação de DNA plasmídico 
A extracção dos plasmídeos recombinantes foi efectuada utilizando o 
sistema UltraClean 6 Minute Mini Plasmid Prep Kit (MO BIO Laboratories, 
Inc.). O DNA plasmídico obtido foi utilizado em digestões com endonucleases de 
restrição e em reacções de sequenciação. O sistema foi usado com a metodologia 
recomendado pelo fabricante. 
 
Preparação de DNA plasmídico (UltraCleanTM 6 Minute Mini Plasmid Prep Kit TM) 
1. Inocular a estirpe em 2-5 ml de meio LB suplementado com antibiótico. Incubar 14-16 horas 
a 37ºC com agitação 
2. Colocar 2 ml de cultura crescida num tudo e centrifugar 5 minutos a 14 000 rpm. 
3. Descartar o sobrenadante por inversão, centrifugar 5 segundos a 10 000 rpm, para remover 
os restos de líquido e descartar novamente o sobrenadante. 
4. Adicionar 50 µl de Solução 1 e ressuspender o precipitado misturando vigorosamente. 
5. Adicionar 100 µl de Solução 2 à suspensão celular e inverter o tubo delicadamente. 
6. Adicionar 325 µl de Solução 3 e inverter o tubo delicadamente. 
7. Centrifugar 2 minutos a 14000 rpm. 
8. Transferir todo o sobrenadante para uma coluna (MO BIO). 
9. Centrifugar 2 minutos a 14000 rpm e descartar o sobrenadante. 
10. Adicionar 300 µl de Solução 4 à coluna e centrifugar 2 minutos a 14000 rpm. 
11. Transferir a coluna para um novo tubo de recolha, adicionar 50 µl de água estéril e 
centrifugar 1 minuto a 14000 rpm. 
12. Guardar a amostra a -20ºC. 
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7. Hidrólise de DNA por endonucleases de restrição 
As enzimas de restrição foram obtidas das firmas Roche e New England 
BioLabs e foram utilizadas de acordo com as recomendações dos referidos 
fornecedores. As digestões dos fragmentos de DNA amplificados por PCR e de 
DNA plasmídico efectuaram-se em volumes totais de 20 µl contendo 0,2 a 5 µg de 
DNA (Sambrook et al., 1990). Foram usadas de 1 a 5 U de enzima por µg de DNA. 
As condições relativas à temperatura de incubação e ao tampão a utilizar também 
foram estabelecidas de acordo com as recomendações do fornecedor. 
 
8. Amplificação de fragmentos de DNA por PCR 
As reacções de PCR foram efectuadas em volumes de 50 µl e decorreram 
num termociclador iCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad). Os reagentes (tampões, 
dNTP´s, MgCl2) e enzima (Taq DNA polimerase) foram adquiridos a MBI 
Fermentas e utilizados nos volumes a seguir indicados. 
 
 Volume Concentração final 
H2O Variável ----------- 
Tampão 10x PCR c/ NH4+ 5 µl 1x 
MgCl2 6 µl 3mM 
DMSO 5 µl 5 % 
dNTP’s 6,5 µl 260 µM 
Primer 1 2,5 µl 0,5 µM 
Primer 2 2,5 µl 0,5 µM 
DNA molde variável 50-100 ng 
Taq polimerase (1U/µl) 1,5 µl  1,5 U 
 
O programa utilizado para a amplificação do fragmento do gene 
AHA_0517 foi o seguinte: desnaturação inicial de 5 minutos a 94ºC seguida de 40 
ciclos de amplificação (desnaturação a 94º, 1 minutos; emparelhamento/ 
“anneling” a 57ºC, 1 minuto; extensão a 72ºC, 4 minutos) e extensão final de 10 
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minutos a 72ºC. No final, uma alíquota de 5 µl foi visualizada num gel de agarose 
a 1% em TAE 1x.  
 
9. Purificação de produtos de PCR (Jetquick PCR Purification Kit) 
Os fragmentos amplificados por PCR destinados à hidrólise por 
endonucleases de restrição e determinação nucleotídica foram purificados 
utilizando o sistema Jetquick PCR Purification Kit (Genomed), pelo método que 
se descreve em seguida. 
 
Purificação de produtos de PCR (Jetquick PCR Purification Kit) 
1. Adicionar 400 µl de solução H1 (Binding Solution - Genomed) ao produto de PCR num 
microtubo de 1,5 ml. 
2. Colocar uma coluna num tubo colector de 2 ml (Genomed) 
3. Transferir a amostra para a coluna e centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto. 
4. Remover o líquido recolhido no tubo. Colocar novamente a coluna no tubo de 2 ml. 
5. Adicionar 500 µl de solução H2 (Wash Solution - Genomed) à coluna. Centrifugar a 14000 
rpm durante 1 minuto.  
6. Descartar o líquido obtido no tubo colector e voltar a colocar a coluna no mesmo tubo 
colector. 
7. Centrifugar novamente nas mesmas condições para remover os restos da solução H2. 
8. Descartar o tubo colector e colocar a coluna (onde se encontra o DNA) num microtubo de 1,5 
ml. 
9. Adicionar 50 µl de água desionizada estéril directamente no centro da coluna.  
10. Incubar durante 2 minutos à temperatura ambiente. 
11. Centrifugação durante 2 minutos a 14000 rpm para recolher os ácidos nucleicos. 
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10. Electroforese 
10.1 Electroforese de DNA em gel de agarose 
Os géis de agarose (Merck) foram preparados a concentrações de 1% e de 
0,8%, as electroforeses decorreram a voltagens de 1 a 4 V/cm em Tampão 1x 
(Sambrook et al., 1990). As amostras foram carregadas no gel após adição de 1/6 
de volume de tampão de carga. 
 
2 Tampão TAE 50x: 40 mM Tris Base, 40 mM Acetato, 2 mM EDTA a pH 8,0 
3 Tampão de carga 6x: 0,25 % Bromofenol, 0,25 % Xileno Cianol, 40 % Sacarose ou 30 % Glicerol a 
pH 8,0  
 
10.2 Visualização de DNA 
Os géis foram corados numa solução de brometo de etídio (EtBr) a 5µl/ml, 
em tampão de electroforese, durante cerca de 20 minutos. Após a coloração, o 
DNA foi visualizado num transiluminador de luz UV sendo digitalizado num 
Personal Molecular ImageTM FX System (Bio-rad), com o Software Quantity One® 
1-D Image Analysis Software (Bio-Rad). 
 
10.3 Electroforese de proteínas em gel de poliacrilamida em 
condições desnaturantes (SDS-PAGE) 
Os géis de poliacrilamida foram preparados de acordo com o protocolo 
descrito por Laemmli (1970), utilizando um gel de separação a 12% e um gel de 
concentração a 4%. As electroforeses foram realizadas em tampão Tris:Bicina a 
100mM e 0,1% de SDS utilizando o sistema Mini-Protean® 3 Cell, da Bio-Rad, 
ligado a um sistema gerador de diferenças de potencial eléctrico, PowerPac 300 da 
Bio-Rad.  
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10.3.1 Preparação das amostras 
As amostras foram incubadas a 100ºC, durante 5 minutos, na solução de 
desnaturação (1:1 /v:v). Esta solução contém 2% de β-mercaptoetanol (v/v), 100 
mM de Tris-Bicina, 2% de SDS (m/v) e 8M de ureia.  
As amostras foram aplicadas de seguida, após arrefecimento ou reservadas 
a -20ºC até posterior análise. 
 
10.3.2 Separação das proteínas 
Após a montagem do suporte, de acordo com as instruções do fabricante, 
preparam-se os géis de poliacrilamida. Os reagentes foram utilizados nas 
concentrações e volumes a seguir indicados, para um total de dois géis. 
  
Gel de Separação a 15% ou a 10% 
Água desionizada         3,40 / 3,98 ml 
Tris 1,5 mM a pH 8,8        3,35 ml 
Acrilamida:Bisacrilamida 40% (v/v)      3,125 / 2,545 ml 
SDS a 10% (m/v)       200 µl 
Persulfato de amónia a 10% (m/v)      100 µl 
TEMED          5 µl 
 
Gel de Concentração (4%) 
Água desionizada        3,36 ml 
Tris 0,625 mM a pH 6,8        1,25 ml 
Acrilamida : Bisacrilamida 40%(v/v)    488 µl 
SDS a 10% (m/v)      100 µl 
Persulfato de amónia a 10% (m/v)     50 µl 
TEMED       2,5 µl 
 
Após a aplicação do gel de separação no suporte, adicionou-se Isopropanol 
a 50% (v/v), para uma polimerização mais eficaz. 
Posteriormente à adição do gel de concentração sobre o gel de separação, 
colocam-se os pentes, estes permitem a formação dos poços no gel, onde serão 
aplicadas as amostras. 
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Após a polimerização dos géis, foram removidos os pentes, colocando-se os 
suportes na tina de separação contendo o tampão de corrida: Tris:Bicina 100mM e 
SDS 0,1% (m/v) e água desionizada. Em cada poço do gel foram aplicados 20 µl 
de cada amostra. As electroforeses foram realizadas a uma voltagem constante 
130 V durante 120 minutos. 
 
10.3.3 Detecção de proteínas 
A revelação dos géis para detecção de proteínas efectuou-se por coloração 
com Coomassie Brilliant Blue R-250 (Sigma). Os géis foram incubados numa 
solução com o corante a 0,4% (m/v), 50% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de ácido 
acético, durante 30 minutos, à temperatura ambiente e sob ligeira agitação. De 
seguida efectuou-se a descoloração dos géis com uma solução de 25% (v/v) de 
etanol e 5% (v/v) de ácido acético. Após a coloração, os géis foram digitalizados 
no densitómetro GS-710TM Calibrated Imaging Densitometer (Bio-Rad). 
 
10.3.4 Detecção de proteínas com coloração com nitrato de prata 
Para uma melhor visualização dos fragmentos peptídicos menos 
concentrados, foi seguido o método de coloração com Nitrato de Prata 
estabelecido por O’Connell e Stutts. Resumidamente:  
1ºFixação do gel: Solução com etanol a 30%(v/v), ácido acético a 10% (v/v) e água 
desionizada; incubar o gel, durante 30 minutos (3 vezes) 
2ºLavagem: Incubar o gel com etanol a 20% (v/v) durante 10 minutos e 
posteriormente mais 10 minutos com água desionizada. 
3ºSensibilização: Incubar o gel com Tiossulfato de sódio (0,2g/l) durante 1 
minuto. 
4ºLavagem: Lavar o gel com água desionizada durante 20 segundos (2 lavagens) 
5ºColoração: Incubar o gel com uma solução de nitrato de prata (2,0g/l) durante 
30 minutos 
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6ºLavagem: Lavar o gel com água desionizada durante 5 a 10 segundos 
7ºRevelação: Incubar o gel com a seguinte solução: Formaldeído a 37%, 
Carbonato de Potássio (30g/l) e Tiossulfato de Sódio (10mg/l); durante cerca de 3 
minutos, o tempo é variável consoante a intensidade pretendida. 
8ºParar a Reacção: de modo a parar a reacção de revelação é necessário retirar esta 
solução e incubar o gel com a solução: Tris- Base (50g/l) e ácido acético a 2,5% 
 
11. Determinação de sequências nucleotídicas a partir de produtos 
de PCR – Sequenciação cíclica  
A determinação de sequências nucleotídicas foi obtida a partir de produtos 
de PCR com base no DNA plasmídico. A preparação da reacção de PCR para, 
assim como a purificação dos produtos de PCR foram efectuadas consoante a 
metodologia abaixo descrita: 
 Volume Concentração final 
H2O 20,5 µl ----------- 
Tampão Pfu c/ MgSO4+ 2,5 µl 0,5x 
Tampão Pfu s/ MgSO4+ 2,5 µl 0,5x 
   
MgCl2 6 µl 3 mM 
DMSO 5 µl 5% 
dNTP’s 6,5 µl 130 µM 
Primer forward T7 2,5 µl 0,5 µM 
Primer reverse terminator T7 2,5 µl 0,5 µM 
DNA plasmídico 1 µl 50-100 ng 
Pfu  polimerase  1 µl 2,5 U 
 
O programa utilizado para a amplificação do plasmídeo recombinante 
(pAhC3) foi o seguinte: desnaturação inicial de 5 minutos a 94ºC seguida de 25 
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ciclos de amplificação (desnaturação a 94º, 30 segundos; emparelhamento/anneling 
a 57ºC, 1 minuto; extensão a 72ºC, 6 minutos) e extensão final de 10 minutos a 
72ºC. No final, uma alíquota de 5 µl foi visualizada num gel de agarose a 1% em 
TAE 1x.   
As reacções de PCR foram efectuadas em volumes de 50 µl e decorreram 
num termociclador iCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad). Os fragmentos 
amplificados por PCR destinados à  determinação nucleótidica foram purificados 
utilizando o sistema Jetquick PCR Purification Kit, descrito anteriormente no 
ponto 9. 
A sequência nucleotídica foi determinada pela companhia STAB-VIDA 
(Oeiras, Portugal). 
 
12. Técnicas utilizadas na clonagem de fragmentos de DNA 
As técnicas a seguir descritas foram aplicadas na clonagem de fragmentos 
de DNA obtidos por digestão com endonucleases/enzimas de restrição, após 
amplificação por PCR. 
Neste trabalho foram utilizadas as seguintes enzimas de restrição: NcoI 
(Roche), BspHI e HindIII (BioLabs). 
Todas as enzimas de restrição foram utilizadas segundo as recomendações 
do fabricante. Cada enzima apresenta condições óptimas de reacção no que diz 
respeito à temperatura e à concentração de sais e aditivos encontrados nos 
correspondentes tampões de digestão. A proporção de enzima na solução final da 
digestão deve ser menor do que 10% devido ao alto conteúdo em glicerol das 
soluções de armazenamento das enzimas, concentrações que podem inibir a sua 
actividade. O DNA deve estar suficientemente limpo e diluído para não fazer 
variar as condições da digestão. 
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Esquema geral de uma digestão com uma enzima de restrição 
1. Num microtubo misturar: 
1/10 do volume final de tampão de reacção (concentrado 10X) 
X µg de DNA a digerir, dissolvido em água destilada ou TE 
1 Unidade de endonuclease de restrição 
Água destilada até perfazer o volume final. 
2. Incubar durante 2-3 horas à temperatura adequada 
 
 
Neste trabalho foi utilizado o sistema pET System (Novagen) para a 
expressão de um gene de A. hydrophila (AHA_0517). Este gene está anotado no 
genoma, como gene que codifica para uma proteína da família das colagenases. O 
sistema pET utiliza o vector pET-26b(+) resistente à Canamicina  e a estirpe E. coli 
BL21(DE3) como estirpe hospedeira de expressão. 
 
12.1 Preparação de fragmentos de DNA  
Após a digestão dos fragmentos pelas enzimas de restrição, foi efectuada 
uma precipitação das reacções de digestão, quer do vector quer dos produtos de 
PCR, de modo a eliminar os sais presentes nas reacções, uma vez que estes 
poderiam inibir as reacções seguintes ( p.ex. ligação). O procedimento é descrito 
de seguida. 
Precipitação das reacções de digestão 
1. Adicionar a cada reacção 80 µl de água desionizada estéril e 100 µl de isopropanol 
2. Incubar a – 20ºC durante 1 hora. 
3. Centrifugar 5 minutos a 14 000 rpm e descartar cuidadosamente o sobrenadante. 
4. Deixar secar à temperatura ambiente. 
5. Ressuspender o DNA em 20 µl de água desionizada estéril. 
6. Observar uma alíquota de cada reacção num gel de agarose a 1% em TAE 1x e guardar o 
restante a -20ºC. 
  
Material e Métodos 
 
 
53 
12.2 Ligação de fragmentos de DNA ao vector 
A enzima DNA ligase do fago T4 foi utilizada para unir covalentemente 
fragmentos de DNA originados por digestão com enzimas de restrição. Esta 
enzima catalisa as ligações fosfodiester entre os extremos 3’-OH e 5’-P do DNA. 
As reacções de ligação realizam-se na presença do tampão recomendado 
pelo fabricante. Este tampão inclui na sua composição o ião Mg2+ e ATP, 
cofactores requeridos pela enzima. 
 
Ligação de fragmentos originados por digestão com enzimas de restrição 
1. Num microtubo preparar a reacção de ligação, segundo a seguinte composição: 
X ng de vector (utilizaram-se cerca de 30 ng) 
y ng do fragmento de DNA a ligar  
Tampão de ligase 1x (1 µl da solução 10x) 
1 Unidade de enzima 
Água destilada até perfazer de volume final 10 µl 
2. Incubar a reacção a 14ºC durante 14-16horas. 
3. A reacção pode ser imediatamente utilizada ou armazenada a -20ºC. 
 
 
12.3 Introdução de DNA em E. coli  
Os produtos das reacções de ligação foram introduzidos em células 
competentes TOP10F’ de E. coli  (Invitrogen), seguindo um protocolo fornecido 
pelo sistema pET (Novagen). Este procedimento foi utilizado para todas as 
transformações realizadas. 
 
Transformação de células competentes de E. coli 
1. Descongelar em gelo uma alíquota (50-200 µl) das células competentes a utilizar. 
2. Adicionar 2-10 µl da reacção de ligação às células competentes, misturando suavemente. 
Manter em gelo durante 30 minutos. Guardar o restante da ligação a -20ºC.  
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3. Submeter as células a um choque térmico durante 30 segundos a 42ºC. Colocar novamente 
em gelo durante 2 minutos. 
4. Adicionar 250 µl de meio SOC. Incubar durante 1hora a 37ºC e a 250 rpm. 
5. Semear 20-100 µl da transformação em placas de meio LA suplementado com o antibiótico 
adequado. 
6. Incubar as placas a 37ºC durante 16-18horas. 
 
 
12.4 Análise de recombinantes 
A confirmação da inserção correcta do fragmento clonado foi efectuada 
utilizando vários métodos: PCR a partir de DNA total de colónias recombinantes, 
análise de DNA plasmídico recombinante com enzimas de restrição e 
sequenciação cíclica. 
A extracção de DNA total foi realizada de acordo com o procedimento a 
seguir descrito. O DNA plasmídico de clones cujo inserto foi amplificado foi 
posteriormente extraído usando o sistema UltraCleanTM 6 Minute Mini Plasmid 
Prep Kit TM descrito anteriormente. 
O procedimento utilizado para a digestão de DNA plasmídico 
recombinante com enzimas de restrição, assim como para a sequenciação cíclica 
foram ambos descritos anteriormente. 
 
Extracção de DNA total de colónias  
1. Colocar 100 µl de água desionizada estéril num microtubo estéril. 
2. Repicar um clone “positivo” com uma ansa estéril e depositar no microtubo. 
3. Homogeneizar muito bem a suspensão de células. 
4. Utilizar 1 µl como DNA molde para a reacção de PCR. 
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13. Ensaios de expressão 
13.1 Produção de proteína recombinante 
Uma vez que cada proteína recombinante apresenta diferentes 
características que podem afectar parâmetros de expressão óptimos, é vantajoso 
seguir a expressão da proteína recombinante durante algum tempo para 
determinar o tempo óptimo da expressão da proteína, assim como as suas 
propriedades de solubilidade. 
Um ensaio de expressão foi efectuado para determinar o tempo de pós-
indução ao qual correspondia uma maior quantidade de enzima recombinante 
activa. Este ensaio foi realizado de modo a testar a presença do indutor e o tempo 
de indução a diferentes temperaturas: 25ºC, 30ºC e 37ºC. O protocolo seguido foi o 
fornecido pelos fabricantes. 
 
Ensaio para a optimização das condições de produção proteica 
1. Inocular 2 ml de meio LB com os antibióticos adequados, com uma colónia de E. coli 
recombinante isolada. Incubar durante a noite (18horas) a 37ºC com agitação. 
2. No dia seguinte inocular, para dois erlenmeyers, 50 ml de meio LB com antibiótico, 2 ml de 
cultura crescida. 
3. Incubar a 37ºC com agitação até uma densidade óptica (600nm) de 0,6. 
4. Adicionar a um dos erlenmeyer IPTG de uma solução stock 100mM para uma concentração 
final de 0,5 e 1mM. 
5. Incubar à temperatura de expressão a testar, com agitação vigorosa. 
6. Retirar alíquotas de 1 ml a um intervalo de 1hora durante 5-7horas. Colocar as alíquotas em 
gelo durante 5 minutos. Centrifugar as células a 14 000 rpm, durante 5 minutos a 4ºC. 
Guardar o sobrenadante para análise posterior. 
7. Ressuspender as células em 0,9% NaCl e congelar a -20ºC. 
   
 
Para a preparação dos extractos proteicos, as amostras foram descongeladas 
à temperatura ambiente, sonicadas 3 vezes durante 15 segundos (1 ciclo completo 
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com amplitude 50%), mantendo as células em gelo, com intervalos de 1 minuto. O 
conteúdo solúvel foi separado das partículas insolúveis por centrifugação a 14 000 
rpm, a 4ºC, durante 15 minutos. No final reservou-se o sobrenadante, constituído 
pela fracção de proteínas solúveis e guardou-se congelado a -20ºC até à sua 
utilização. 
 
14. Detecção de actividade  
14.1 Zimografia  
Esta técnica de electroforese engloba um substrato (gelatina) co-
polimerizado num gel de poliacrilamida para detecção de enzimas e sua 
respectiva actividade. As amostras são preparadas sem desnaturação da enzima 
activa presente na amostra.  
Seguindo o procedimento normal de uma electroforese o gel é incubado 
com tampão que permite a reactivação das enzimas presentes na amostra, 
permitindo que o substrato presente no gel seja digerido. As áreas onde ocorreu 
digestão, por parte das enzimas (com actividade gelatinolítica) tornam-se visíveis, 
através de bandas incolores num fundo azul, após a coloração do gel com corante 
Coomassie Brilliant Blue (Leber e Balkwill, 1997). 
A gelatina é o mais comum dos substratos, tornando-se muito útil na 
identificação da actividade gelatinolítica de proteases/proteínas. 
 
Gelatina (Merck) 1%:  
Dissolver 1 g de gelatina em 100 ml de água desionizada, aquecer a 50ºC até dissolver a gelatina. 
 
Tampão de Carga (1 ml):  
Tris 1,5M a pH8,8   66,6 µl 
SDS a 10% (m/v)   400 µl 
Glicerol    200 µl 
Água desionizada   333,4 µl 
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Tampão de Corrida (1L): 
Tris:Bicina 100mM   100ml  
SDS a 0,1% (m/v)   10ml 
Água desionizada   890ml 
 
Tampão de Renaturação (30minutos):  
5 ml de Triton X-100 2,5% (v/v) em água desionizada 
 
Tampão de Reacção (2-16 horas):  
50 mM Tris a pH 8,8 
5 mM NaCl 
10 mM CaCl2  
1 µM de ZnCl2 
Água desionizada 
 
14.1.1 Preparação e execução da zimografia  
As amostras foram preparadas a partir de porções celulares diferentes, 
extractos do meio extracelular de cultura de A. hydrophila, fracção celular solúvel e 
fracção celular insolúvel. As amostras foram incubadas, durante 10 minutos a 
temperatura ambiente, com tampão de carga, num volume 1:1 (v/v), de seguida as 
amostras foram aplicadas no gel.  
Após a montagem dos vidros nos suportes, preparam-se os géis de 
poliacrilamida contendo gelatina como substrato. Os reagentes foram usados nas 
respectivas concentrações e volumes, para um total de 2 géis: Num tubo preparar, 
seguinte a solução para cada gel de separação: 
 
Gel de Separação (10%; 0,1% Gelatina) 
Água desionizada        3,34 ml 
Tris 1,5 mM a pH 8,8        3,36 ml 
Acrilamida : Bisacrilamida 40%(v/v)   2,5 ml 
Gelatina (1%)(m/v)     500 µl 
SDS a 10% (v/v)     200 µl 
Persulfato de amónia a 10% (m/v)   100 µl 
TEMED       10 µl 
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Após a aplicação do gel de separação no suporte, adiciona-se Isopropanol a 
50%(v/v), para uma polimerização mais eficaz. 
 
Gel de Concentração (4%) 
Água desionizada       3,36 ml 
Tris 0,625 mM a pH 6,8       1,25 ml 
Acrilamida : Bisacrilamida 40%(v/v)(Bio-Rad)  488 µl 
SDS a 10% (m/v)     100 µl 
Persulfato de amónia a 10% (m/v)   50 µl 
TEMED      2,5 µl 
 
Posteriormente à adição do gel de concentração sobre o gel de separação, 
colocam-se os pentes, estes permitem a formação dos poços no gel, onde serão 
aplicadas as amostras. 
Após a polimerização dos géis, foram removidos os pentes, colocando-se os 
suportes na tina de separação contendo o tampão de corrida: Tris:Bicina 100mM e 
SDS 0,1% (m/v) e água desionizada. Em cada poço do gel foram aplicados 20 µl 
de cada amostra. As electroforeses foram realizadas a uma voltagem constante 
130 V durante 80 minutos em ambiente refrigerado. 
Os géis, após a electroforese foram retirados e incubados durante 30 
minutos em Tampão de Renaturação contendo 2,5% (v/v) Triton X-100, sob leve 
agitação para remoção do SDS. 
Posteriormente, os géis foram retirados do Tampão de Renaturação e foram 
incubados com Tampão de Reacção durante 2 a 3 horas, a 30ºC. 
Após a incubação com o Tampão de Reacção, a revelação dos géis para 
detecção de proteínas efectuou-se por coloração com Coomassie Brilliant Blue. Os 
géis foram incubados numa solução com o corante a 0,4% (m/v), 50% de etanol 
(v/v) e 10% de ácido acético (v/v), durante 30 minutos, à temperatura ambiente e 
sob ligeira agitação. De seguida efectuou-se a descoloração dos géis com uma 
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solução de 25% de etanol (v/v) e 5% de ácido acético (v/v). Os géis foram 
digitalizados no densitómetro GS-710TM Calibrated Imaging Densitometer (Bio-Rad). 
 
14.2 Ensaio com o péptido FALGPA 
Este protocolo foi estabelecido segundo Jackson e colaboradores (1995), 
utilizando o péptido FALGPA. Este péptido mimetiza a estrutura primária da 
molécula de colagénio. A monitorização do decréscimo de absorvância pela 
hidrólise de FALGPA mede a actividade colagenolítica da amostra. 
 
FALGPA: 
- Dissolver 100mg em 2 ml de metanol. 
 
Tampão de ensaio: 
50 mM Tricina 
400 mM NaCl 
10 mM CaCl2 
0,02 % NaN3 
pH 7.5 e autoclavar 
 
Substracto:  
10 µl de FALGPA 
990 µl de Tampão de ensaio 
Filtrar através de filtros com 0,2 µm (Albert) 
 
Ensaio com péptido sintético FALGPA 
1. Usar 5 ml de uma cultura pré estabelecida. 
2. Centrifugar 10 minutos a 25ºC a 14 000 rpm. 
3. Descartar o sobrenadante e ressuspender as células com 500 µl de tampão de ensaio 
autoclavado. 
4. Transferir as células para um microtubo de 1,5ml. 
5. Lavar as células com tampão de ensaio três vezes. 
6. Guardar as células a -20ºC durante 24horas. 
7. Aquando do ensaio descongelar as células e deixar que atinjam 25ºC de temperatura. 
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8. Adicionar 950 µl de substrato às células a 25ºC. 
9. Agitar cuidadosamente e incubar a 25ºC durante 24 horas. 
10. Centrifugar as células 10 minutos a 14 000 rpm. 
11. Transferir 1 ml de células para uma cuvette. 
12. Ler a absorvância a 345 nm. 
 
 
15. Determinação da quantidade de proteína total pelo método de 
BCA (BCA Protein Assay Reagent Kit) 
Para análise quantitativa de proteína total presente nas amostras de E. coli 
recombinante, usou-se um método colorimétrico com o ácido bicinconínico (BCA) 
através do kit comercial de quantificação BCA (Pierce). Os ensaios de 
quantificação foram realizados segundo instruções do fabricante, tendo sido 
usada Albumina do Soro Bovino como padrão. 
 
Quantificação de proteína total (BCA Protein Assay Reagent Kit) 
 1. Preparar os padrões de albumina (BSA) diluídos. De acordo com a tabela apresentada, 
preparar um conjunto de padrões diluindo o conteúdo de uma ampola de albumina padrão em 
vários microtubos limpos. 
Microtubo Volume de 
diluente (µl) 
Volume de BSA Concentração Final de 
BSA (µg/ml) 
A 700 100 µl de Stock 250 
B 400 400 µl da diluição A 125 
C 450 300 µl da diluição B 50 
D 400 400 µl da diluição C 25 
E 400 100 µl da diluição D 5 
F 400 0 0 = Branco 
 2. Preparar o reagente de trabalho BCA: 
2.1. Calcular o volume de reagente necessário. É necessário 1 ml de reagente por amostra 
por replicado. 
2.2. Preparar o reagente misturando 50 partes de reagente A com 1 parte de reagente BCA 
B. Mexer até ficar com cor verde uniforme. 
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3. Pipetar 50 µl de cada padrão e amostra para o respectivo tubo teste. 
 4. Adicionar 1 ml de reagente de trabalho a cada tubo e mexer bem. 
 5. Incubar 30 minutos a 60ºC. 
 6. Deixar arrefecer os tubos à temperatura ambiente 
 7. Ler a absorvância de todas as amostras a 562 nm. 
8.Preparar a uma curva padrão. Utilizando a curva padrão determinar a concentração de 
proteína total de cada amostra. 
 
 
16. Produção da colagenase recombinante  
A produção da proteína recombinante (colagenase) foi efectuada nas 
condições determinadas no ensaio de expressão. O procedimento utilizado foi 
adaptado do protocolo fornecido pelo fornecedor Novagen. 
 
Produção da proteína recombinante 
1. Inocular uma colónia de E. coli recombinante BL21(DE3) isolada em 2 ml de meio LB com os 
antibióticos adequados. Incubar durante a noite (18horas) a 37ºC com agitação. 
2. No dia seguinte inocular 400 µl de cultura crescida em 500 ml de meio LB com canamicina 30 
µg/ml. 
3. Incubar a 37ºC com agitação até atingir uma densidade óptica (600nm) de 0,6. 
4. Incubar, com agitação vigorosa, à temperatura de expressão e durante o tempo pré-
determinado. 
5. Colocar os erlenmeyers em gelo durante 5 minutos. Centrifugar as células a 14 00 rpm 
durante 5 minutos a 4ºC. 
6. Ressuspender as células em 100/10 ml de 0,9%  NaCl. 
7. Centrifugar novamente a 14000 rpm durante 5 minutos a 4ºC. 
8. Ressuspender as células em 5 ml de 0,9% NaCl e congelar durante a noite (18horas) a -20ºC. 
9. Preparar os extractos proteicos de acordo com a metodologia descrita no ponto 13.1. 
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17. Avaliação da citotoxicidade em linhas celulares VERO 
As linhas celulares aderentes crescem in vitro até cobrirem toda a área 
disponível ou até o meio ficar sem nutrientes. Nesta fase, a linha celular deve ser 
subcultivada de modo a prevenir que a cultura morra. Para subcultivar as células 
estas necessitam de estar em suspensão. O grau de aderência varia consoante a 
linha celular, mas na maior parte dos casos, proteases como a tripsina são usadas 
para destacar as células do frasco.  
A linha celular Vero é uma linha contínua que foi obtida a partir de células 
de rim de macaco verde africano (ECACC). Foi cultivada em meio de Eagle 
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal de 
bovino (“foetal bovine serum” FBS) e 2mM glutamina. O pH fisiológico do meio 
foi mantido numa atmosfera com CO2 a 5% e a 37ºC (estufa de CO2 com atmosfera 
húmida). As células cresceram em monocamada, aderentes à superfície do frasco 
de cultura. A subcultura das células fez-se habitualmente a partir de culturas 
confluentes, enquanto que os ensaios foram efectuados preferencialmente com 
culturas subconfluentes.  
As células foram subcultivadas, a partir de suspensões celulares obtidas 
por tripsinização das células da monocamada. Para manter a linha celular 
salvaguardada, procedeu-se ao armazenamento de células em azoto líquido em 
tubos de criopreservação. 
Todas as operações envolvidas no manuseamento das células e respectivos 
meios foram realizadas em condições de assepsia, com material estéril, e em 
câmara de fluxo laminar, segundo as recomendações do fornecedor (ECACC). 
 
Estabelecimento de subcultura de linha celular VERO (ECACC)  
1. A ampola com a linha celular deve ser mantida em azoto líquido até ao momento do cultivo. 
2. Pipetar lentamente todo o conteúdo da ampola para um frasco com 5 ml de meio de cultura 
(DMEM) pré-aquecido a 37ºC.  
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3. Determinar a viabilidade celular usando uma solução de tripan azul, por contagem de 
células com o auxílio de um hemocitómetro. 
4. Ajustar o volume de meio de cultura a adicionar ao frasco com a cultura. 
5. Observar as culturas ao microscópio para verificar o grau de confluência e confirmar a 
ausência de contaminantes (bactérias ou fungos). 
6. Subcultivar as células, procedendo a uma diluição de 1:5, para novos frascos. 
7. Retirar o meio de cultura antigo. 
8. Lavar a monocamada celular com 5 ml de PBS. 
9. Rejeitar o PBS, adicionar 1 ml de solução de tripsina (0,25%) de modo a cobrir a totalidade 
das células. 
10. Incubar a 37ºC até que as células se destaquem do frasco (2 a 3 minutos).  
11. Observar as células ao microscópio, para verificar se as células se encontram destacadas e a 
flutuar. Se necessário dar ligeiras pancadas no frasco para libertar células que ainda 
permaneçam agregadas. 
12. Adicionar 10ml de meio de cultura (DMEM pré-aquecido) de modo a inactivar a tripsina, 
ressuspender cuidadosamente as células com o auxílio da pipeta até formar uma solução 
homógenea.  
13. Remover 100-200 µl para fazer a contagem das células. 
14. Calcular os inóculos e transferir um determinado número de células para os frascos de 
cultura pretendidos, estes já contendo meio de cultura pré-aquecido (DMEM). 
15. Incubar na estufa de CO2  a 37ºC (deixar folga na tampa do frasco para permitir as trocas 
gasosas). 
16. Repetir a subcultura de acordo com as recomendações do fornecedor. 
 
 
Nas manipulações que usam linhas celulares: transfecções, técnicas de fusão 
celular, criopreservação e a subcultura rotineira, é necessário quantificar o 
número de células a usar. Usando um número consistente de células é possível 
determinar as condições óptimas de crescimento celular, além de que facilita a 
padronização dos protocolos que usam linhas celulares, permitindo uma maior 
reprodutibilidade dos resultados. 
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Para que o número de células de uma cultura possa ser contado, é necessário 
obter primeiro uma suspensão celular devidamente homogeneizada, da qual se 
retira uma alíquota para aplicar numa câmara de contagem.  
Quando se pretende conhecer a taxa de inviabilidade dessa cultura, utiliza-
se para a contagem uma alíquota da suspensão celular diluída numa solução de 
tripan azul. O azul de tripan é um corante de exclusão que apenas entra em 
células permeabilizadas (inviáveis). Após a entrada na célula atravessa o 
invólucro nuclear e acaba por se localizar nos núcleos, que ficam corados de azul.  
Quantificação da concentração e da taxa de viabilidade celular de uma suspensão celular  
1. Retirar cerca de 100-200 µl da suspensão celular para um microtubo. 
2. Adicionar igual volume de solução azul de tripan e misturar homogeneamente com a 
pipeta. 
3. Colocar a lamela sobre a câmara de contagem do hemocitómetro. 
4. Num dos lados da câmara de contagem colocar entre 5-10 µl da suspensão de células e 
observar no microscópio com uma ampliação de 20x. 
5. Efectuar a contagem do número de células viável (células brilhantes) e do número de 
células não viável (células azuis). Para se obter uma maior exactidão as contagens devem 
englobar vários campos de contagem. 
6. Calcular a concentração da percentagem de células viáveis e não viáveis consoante as 
fórmulas: 
7. Concentração de células viáveis (células/ml)= AxC 
8. Concentração de células não viáveis (células/ml)= BxC 
9. Número total de células viáveis = concentração de células viáveis x volume 
10. Número total de células = número total de células viáveis + número total de células mortas 
11. Percentagem de Viabilidade = (número de células viáveis x 100) / número total de células 
A- significa o número de células viáveis (brilhantes) contadas, isto é, o número total 
de células contadas divididas pelo número de quadrados. 
B- significa o número de células não viáveis (azuis) contadas, isto é, o número total 
de células não viáveis divididas pelo número de quadrados. 
C- é o factor de diluição 
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Para a averiguar a viabilidade celular dos extractos microbianos foi usada a 
resazurina como indicador da redução. Foi estabelecido o seguinte protocolo. 
 
Ensaio para avaliação de citotoxicidade em linha celular Vero (ECACC) com resazurina 
1. Seguir o protocolo de subcultura até ao ponto da suspensão homogénea de células. 
2. Colocar 0,2x104 células numa solução homogénea em cada poço de uma placa  de 96 poços. 
3. Permitir a confluência celular até cerca de 80% (24 horas). 
4. Adicionar 100 µl de diluições sucessivas (1:2) até 64 vezes, de cada extracto microbiano a 
testar, numa exposição de 48 horas. 
5. Incubar durante 48 horas a 37ºC. 
6. Após as 48 horas, aspirar o meio de cultura (com o respectivo tratamento) e adicionar meio 
de cultura com 10% de uma solução de 0,1mg/ml de resazurina.  
7. Incubar a 37ºC até se verificar a reacção de redução. 
8. Ler a placa a 570 e 600 nm num leitor ELISA.  
9. Expressar os resultados em função de percentagem em relação ao controlo. 
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1. Actividade colagenolítica de A. hydrophila  CECT 839T 
1.1 Hidrólise do colagénio tipo humano 
O colagénio é uma proteína de extrema importância na constituição da 
matriz extracelular de vários tecidos conjuntivos. O colagénio tipo I, é um 
componente essencial dos ossos, tendões e pele (Watanabe, 2004). 
Com a degradação/hidrólise do colagénio, a invasão por microrganismos 
torna-se mais favorável. Deste modo, procedeu-se ao estudo da actividade 
colagenolítica em A. hydrophila CECT 839T. 
A hidrólise do colagénio humano tipo I foi avaliada por SDS-PAGE. Em 
que as amostras aplicadas no gel continham colagénio tipo I e produtos 
extracelulares de A. hydrophila. Os tempos de reacção analisados foram 2, 5 e 24 
horas. No final da electroforese, efectuou-se a coloração do gel com coomassie 
brilliant blue. No entanto este corante não permitiu uma visualização eficaz dos 
produtos de hidrólise do colagénio. Foi escolhida, como metodologia mais 
sensível, a coloração com nitrato de prata, o que permitiu uma melhor 
visualização dos produtos de digestão de colagénio.   
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Figura 3 - SDS-PAGE da hidrólise do colagénio humano do tipo I pelos PE de A. hydrophila CECT 
839T.  Tempos de reacção analisados: 1) 2 horas; 2) 5 horas; 3) 24 horas. Controlos: 4) colagénio (24 
horas, sem PE); 5) PE de A. hydrophila; M- Marcador de ampla gama de pesos moleculares (Bio-
Rad). 
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A revelação com nitrato de prata, facilitou a visualização das bandas (Fig. 
3), relativas a 24 horas de reacção. Estas bandas correspondem à hidrólise do 
colagénio tipo I resultado da actividade associada aos produtos extracelulares de 
A. hydrophila. Com estes resultados podemos concluir que os produtos 
extracelulares de A. hydrophila possuem capacidade de degradação de colagénio. 
Uma vez degradado o colagénio, aumenta a possibilidade de invasão de tecidos, 
conduzindo à infecção e posterior patologia em organismos, como por exemplo, 
os peixes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
Figura 4 - Determinação da actividade colagenolítica em A. hydrophila CECT 839T com utilização 
de do péptido específico FALGPA. 1) controlo negativo; 2) controlo positivo colagenase 
microbiana comercial; 3) Produtos Extracelulares (PE) de A. hydrophila CECT 839T 
 
Foi possível detectar actividade colagenolítica presente nos extractos 
celulares de A. hydrophila, tendo como controlo positivo a colagenase microbiana 
comercial, recorrendo a uma ensaio espectrofotométrico com um péptido 
sintético. Este ensaio permite a monitorização da hidrólise do péptido sintético 
FALGPA que é utilizado para medir a actividade colagenolítica de colagenases 
microbianas e de colagenases de origem animal. A capacidade de degradar o 
colagénio, é um mecanismo de patogenicidade muito importante de diversos 
microrganismos (Jackson et al.,1995). Os métodos de detecção da actividade 
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colagenolítica fazem uso de substractos semelhantes ao colagénio como péptidos 
sintéticos. O péptido sintético FALGPA mimetiza a estrutura primária da 
molécula de colagénio e é considerado um bom substrato para as colagenases 
(Jackson et al., 1995).  
A actividade colagenolítica dos extractos celulares de A. hydrophila 
CECT839T observada pela leitura do gráfico (Fig. 4) evidencia o potencial papel 
deste factor no mecanismo de virulência deste microrganismo. 
 
2. Clonagem e sobre-expressão do gene AHA_0517  
2.1 Sobre-expressão em E. coli 
Em termos genéticos e bioquímicos a bactéria Escherichia coli é 
provavelmente o organismo mais bem estudado. Possui características de 
manipulação fácil, crescimento rápido e económico, capacidade de atingir elevada 
densidade em substratos pouco dispendiosos, o conhecimento das suas 
características genéticas, assim como a disponibilidade de um grande número de 
vectores de clonagem e estirpes mutantes (Baneyx, 1999; Swartz, 2001; Schumann 
e Ferreira, 2004).  
Deste modo, E. coli tem sido escolhida como o principal organismo 
hospedeiro para a produção de grandes quantidades de proteínas heterólogas, a 
partir de genes com origens diversas (Videira, 2001). A resposta metabólica em E. 
coli é caracterizada por um conjunto de eventos, nomeadamente, pela diminuição 
do crescimento celular e pelo aumento da lise celular, da actividade proteolítica e 
da expressão de genes de resposta ao “stress” (Bonomo e Gill, 2004). 
  
2.2 Caracterização do sistema de expressão pET 
A produção de proteínas recombinantes envolve a clonagem do gene 
apropriado num vector de expressão sob o controlo de um promotor indutível. 
Uma expressão eficiente do gene recombinante depende de uma variedade de 
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factores, tais como sinais de expressão óptimos (quer ao nível da transcrição, quer 
ao nível da tradução), enrolamento correcto da proteína e características de 
crescimento das células hospedeiras (Baneyx, 1999; Schumann e Ferreira, 2004). 
Neste trabalho foi utilizado o sistema pET System (Novagen) para 
expressão da proteína da família das colagenases, codificada pelo gene AHA_0517 
de A. hydrophila CECT 839T. 
O vector de expressão pET-26b(+) é um vector de baixo número de cópias 
(15-60 cópias) derivado de pBR322, com um gene de resistência à canamicina. Este 
vector contém um segmento promotor T7 lac constituído pelo gene lacI seguido de 
uma sequência promotora T7, que por sua vez é seguida por uma sequência 
operadora lac (Studier e Moffatt, 1986).  
O vector pET-26b(+) possui uma sequência sinal N-terminal pelB, que 
transporta a proteína recombinante para o periplasma, uma vez que aqui, é mais 
favorável o enrolamento e a formação das pontes de dissulfito, ambos necessário 
para a formação tridimensional da proteína. Além disto este vector possui ainda, 
como opção, uma sequência C-terminal, que codifica para uma cauda peptídica 
de 6 histidinas. Esta cauda pode facilitar a detecção e purificação da proteína alvo. 
No entanto também pode trazer algumas desvantagens, uma vez que pode 
aumentar a actividade biológica de modo a afectar a solubilidade no citoplasma 
ou a exportação para o periplasma; a necessidade de proteases dispendiosas para 
libertar a proteína alvo; a clivagem raramente é completa o que conduz a uma 
diminuição do rendimento; além de que podem ser necessários passos adicionais 
para a obtenção de um produto activo; e mesmo assim pode não haver garantia 
da solubilidade do produto final (Baneyx, 1999). 
A estirpe hospedeira de expressão, E. coli BL21(DE3) é uma estirpe 
lisogenizada com o bacteriófago λDE3. Esta estirpe contém sequências que 
codificam para a RNA polimerase T7 sob o controlo do promotor lacUV5. Na 
ausência de IPTG, o repressor lac inibe a síntese de RNA polimerase através da 
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ligação ao operador lac situado a montante, o que consequentemente leva à 
inibição da síntese da proteína recombinante. Quando a estirpe hospedeira, que 
transporta o vector, é exposta ao IPTG, a RNA polimerase T7 é sintetizada pelo 
hospedeiro e inicia a produção de RNA mensageiro do gene clonado no vector 
(Studier et at., 1990; Novagen). 
A estirpe E. coli BL21(DE3) é o hospedeiro mais comum e mais marcante na 
expressão de proteínas recombinantes para diferentes aplicações. É uma estirpe 
robusta, que cresce rapidamente em meios mínimos de crescimento, contudo não 
é patogénica, sendo improvável que cause doença ou que  sobreviva em tecidos 
hospedeiros (Sorensen e Mortensen, 2005). As células BL21(DE3) apresentam 
ainda uma vantagem adicional de não possuir as proteases lon e ompT, que em 
células normais contribuem para a degradação de polipéptidos endógenos e 
exógenos (proteínas heterólogas) (Novagen). 
 
2.3 Clonagem do gene AHA_0517  
Para a clonagem do gene AHA_0517 utilizou-se o sistema pET, usando o 
vector pET-26b(+). As características deste vector foram referidas no ponto 
anterior.  
O gene AHA_0517 foi amplificado por PCR, a partir de DNA total da 
estirpe de A. hydrophila CECT 839T, utilizando os primers AHC_BspHI e 
AHC_HindIII, desenhados com base na sequência nucleotídica do gene e do 
vector, de modo a que o gene fosse transcrito sem a cauda de histidinas codificada 
pelo vector. Os primers utilizados foram: 
(primer directo) AHC_BspHI:5’-GGG ATA ATC ATG AAC AAT CTG GGT ACC 
AG-3’ 
(primer reverso) AHC_HindIII:5’-CTC GAA GCT TTC AGT GGG AGG AGT C-3’  
O primer directo contém um local de restrição BspHI (sublinhado) para 
originar um local de restrição compatível com NcoI e um codão de iniciação ATG. 
Resultados e Discussão 
 
 
74 
O primer reverso possui um local de restrição HindIII (sublinhado) que também 
está presente no vector pET-26b(+). O fragmento amplificado apresentou o 
tamanho esperado, cerca de 2800 pares de bases. Foi digerido pelas endonucleases 
de restrição BspHI e HindIII e ligado ao vector pET-26b(+), este foi digerido pelas 
endonucleases de restrição NcoI e HindIII. O fragmento foi ligado ao vector no 
local NcoI 5’, formando o local de início de tradução e no local HindIII 3’ o final da 
tradução. O inserto de DNA foi introduzido no vector com o codão stop da 
sequência e portanto o produto resultante da tradução será a colagenase 
codificada pelo gene AHA_0517. 
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Figura 5 - Representação esquemática do mapa de restrição do plasmídeo recombinante pET-
26b(+) contendo o gene AHA_0517. 
 
Após a ligação e transformação em células competentes TOP10F’, foi 
possível seleccionar as colónias recombinantes resistentes à canamicina, em placas 
com meio LB suplementado com este antibiótico (30 µg/ml). A digestão com 
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endonucleases de restrição e a determinação da sequência nucleotídica 
permitiram confirmar que a construção efectuada estava correcta, ou seja que o 
inserto se encontrava em fase com o vector. Posteriormente procedeu-se à 
transformação do plasmídeo no hospedeiro de expressão, as células E. coli 
BL21(DE3) e à selecção de transformantes. Esta selecção foi realizada com base em 
dez dos clones resistentes à canamicina, que foram analisados por PCR, para 
confirmar a existência do plasmídeo recombinante. Quatro dos clones desta 
transformação foram repicados para novas placas de selecção com meio LB 
suplementado com 30 µg/ml de canamicina, para posterior ensaio de expressão. 
Os clones transformados foram preservados e mantidos a -80ºC, utilizando, como 
agente crioprotector, o glicerol.   
 
3. Produção de proteína recombinante em E. coli 
3.1 Expressão no sistema pET  
Para os estudos de expressão, foram utilizados pré-inóculos de um 
transformante isolado da estirpe E. coli BL21 (DE3) inoculado em meio LB com 
canamicina. A cultura foi incubada a 37ºC e após atingir 0,6 de Densidade Óptica 
(D.O.) a 600nm, as células foram induzidas com IPTG (0,5mM ou 1mM, consoante 
o ensaio). As condições de cultura, nomeadamente a temperatura de incubação, 
foram alteradas de modo a optimizar a expressão de enzima activa. Ao longo do 
tempo de indução, que variou entre a 1h até às 24h, foram recolhidas alíquotas da 
cultura. As células foram lisadas por sonicação e foi separada a fracção celular 
solúvel da fracção insolúvel, como descrito no ponto 13.1 do Material e Métodos.  
Conforme referido anteriormente, existem diversos factores que 
influenciam a expressão da proteína recombinante em E. coli. Estes factores 
incluem as características únicas da sequência do gene, a estabilidade e a 
eficiência do RNA mensageiro, o eficiente e correcto enrolamento da proteína, a 
degradação da proteína recombinante por proteases dependentes de ATP, o uso 
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adequado de codões, a toxicidade da proteína (Schumann e Ferreira, 2004), a 
eficiência na transcrição e na tradução assim como o crescimento celular (Baneyx, 
1999).    
Mediante os factores descritos, as condições de expressão foram 
posteriormente modificadas na tentativa de promover um aumento da expressão 
da proteína recombinante activa. A temperatura de expressão foi testada a várias 
temperaturas (inicialmente a 37ºC e posteriormente a 25ºC e 30ºC), de modo a 
conseguir uma quantidade razoável de proteína solúvel e activa. 
Os ensaios de expressão seguiram o protocolo recomendado pelo 
fabricante (Novagen) para a produção de proteína recombinante. Conforme 
anteriormente mencionado a proteína codificada pelo gene AHA_0517 possui 
cerca de 100kDa de peso molecular. O vector usado (pET-26b(+)) direcciona 
proteína recombinante para o periplasma, prevendo-se uma maior concentração 
na fracção solúvel (Novagen). Neste sentido, tendo como objectivo, avaliar a 
quantidade e a actividade da enzima recombinante, os ensaios de expressão 
realizados foram analisados por SDS-PAGE e Zimografia. 
 
3.1.1 Ensaio de expressão a 37ºC  
Segundo o procedimento de descrito no ponto 16 do Material e Métodos foi 
realizado um ensaio de expressão a 37ºC, conforme as indicações do fornecedor 
do sistema (Novagen). Realizou-se uma SDS-PAGE para verificar a quantidade de 
proteína presente nas fracções solúveis das células recombinantes de E. coli 
BL21(DE3).  
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Figura 6 - Gel SDS-PAGE a 10%, referente ao ensaio de expressão a 37ºC. M - marcador de baixos 
pesos moleculares (FS, fracção solúvel; FI, fracção insolúvel; NI, não induzido; I, induzido). 
 
A análise do gel de SDS-PAGE (Fig. 6) mostra que a quantidade de 
proteína total expressa na fracção solúvel das alíquotas recolhidas a diferentes 
tempos, após a indução com 1mM IPTG, é reduzida. Apenas nas fracções 
insolúveis (FI) de células recombinantes de E. coli BL21 (DE3) se pode observar 
uma maior concentração de proteína (Fig. 6), que vai aumentando com o tempo 
de crescimento celular. No entanto, apenas se consegue visualizar uma banda de 
fraca intensidade com, aproximadamente 97kDa (Fig. 6), referente à fracção 
insolúvel após 1 hora de indução com IPTG. Tendo em conta que o crescimento a 
temperaturas baixas é uma técnica muito usada para facilitar o correcto 
enrolamento das proteínas (Schumann e Ferreira, 2004), foram realizados ensaios 
de expressão a 25ºC. Quando se usam temperaturas elevadas pode haver 
formação de ligações inespecíficas no meio de cultura. Uma maneira de diminuir 
a taxa de síntese proteica, é adicionar fontes de carbono não metabolizáveis ou, 
em alternativa crescer a cultura a baixas temperaturas (Jonasson et al., 2002). 
 
3.1.2 Ensaio de expressão a 25ºC 
Segundo Schumann e Ferreira (2004), as temperaturas baixas, para além de 
facilitarem a formação da estrutura tridimensional das proteínas, promovem a 
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diminuição da síntese de proteínas de fusão que podem obstruir os locais de 
exportação presentes na membrana interna, o que sustenta a realização dos 
ensaios a 25ºC.  
 
 
Figura 7 - Gel SDS-PAGE a 10%, referente ao ensaio de expressão a 25ºC. M - marcador de baixos 
pesos moleculares (FS, fracção solúvel; FI, fracção insolúvel; NI, não induzido; I, induzido). 
 
Na análise do gel de SDS-PAGE (Fig. 7), pode verificar-se um aumento de 
expressão de proteína em relação aos ensaios efectuados a 37ºC. No entanto, a 
maior produção da enzima recombinante foi obtida nas fracções insolúveis da 
cultura induzida com 1mM de IPTG. 
Posteriormente realizou-se um novo ensaio a 25ºC, onde se analisou por SDS-
PAGE a fracção solúvel, a fracção insolúvel e o meio extracelular das células 
recombinantes de E . coli BL21(DE3). 
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Figura 8 - Gel SDS-PAGE  a 10%, referente ao ensaio de expressão a 25ºC. M - marcador de baixos 
pesos moleculares (FS, fracção solúvel; FI, fracção insolúvel; NI, não induzido; I, induzido; (-), 
controlo negativo E. coli BL21(DE3)). 
 
Figura 9 - Gel SDS-PAGE a 10%, referente ao ensaio de expressão a 25ºC. M - marcador de baixos 
pesos moleculares (ME, meio extracelular; NI, não induzido; I, induzido; (-), controlo negativo E. 
coli BL21(DE3)) 
 
 
Neste ensaio de expressão a 25ºC, através da análise das amostras por SDS-
PAGE, podemos observar um aumento de expressão de uma proteína, com cerca 
de 97kDa, na fracção insolúvel (FI) referente à cultura de células recombinantes 
que foram induzidas com 1mM de IPTG (Fig 8). Isto verifica-se em diferentes 
tempos após a indução, nomeadamente após 1, 3, 7 horas de indução até às 
24horas (Fig. 9), evidenciando uma maior expressão da proteína com o peso 
pretendido na fracção insolúvel. A literatura cita que uma proteína recombinante 
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pode acumular-se numa forma solúvel no citoplasma, precipitar e formar 
agregados insolúveis conhecidos como corpos de inclusão, ou estar parcialmente 
na forma de corpos de inclusão e parcialmente na forma solúvel o que dificulta o 
acesso à proteína recombinante (Schumann e Ferreira, 2004). Corpos de inclusão 
são partículas grandes e esféricas que são separadas do citoplasma e resultam da 
falha de controlo do sistema de reparação ou do enrolamento deficiente de 
proteínas. A formação de corpos de inclusão provém maioritariamente da 
sobreprodução de proteínas, devido ao aumento na concentração de  novas 
cadeias de polipeptídicas e das condições de solubilização (Jonasson et al., 2002). 
Como se observa na Fig. 8, na fracção solúvel é possível observar uma 
banda mais fraca que na fracção insolúvel, no que se refere 1, 3 e 7 horas após 
indução. Na Fig. 9, na fracção insolúvel (24 horas) é notória uma elevada 
quantidade de proteína total, evidenciando-se uma banda correspondente ao peso 
molecular esperado para a proteína recombinante. 
Embora a baixa concentração do meio extracelular (Fig. 9) não permitir 
uma boa análise das diferenças entre os ensaios, parece haver uma maior 
quantidade 3 e 7 horas após indução com IPTG.  
Existem estratégias usadas nos sistemas recombinantes para prevenir a 
formação de corpos de inclusão, que têm por objectivo diminuir a produção de 
proteínas recombinantes e incluem: 1) o uso de vectores com baixo número de 
cópias, 2) promotores fracos, 3) temperaturas baixas, 4) co-expressão de 
chaperonas moleculares, 5) uso de um solubilizante associado, 6) fermentação a 
valores de pH extremos. Por outro lado os agregados podem ser solubilizados 
usando detergentes como a ureia ou guanidina hidroclorídrica (Sorensen e 
Mortensen 2005) 
No entanto, na maioria das vezes, os corpos de inclusão constituem uma 
desvantagem reflectindo num elevado custo e num baixo rendimento, para a 
solubilização e o enrolamento correcto da proteína recombinante; não possuindo, 
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também, um N-terminal autêntico (Schumann e Ferreira, 2004). A formação de 
corpos de inclusão nos sistemas de expressão são o resultado de um mau 
equilíbrio entre a agregação da proteína in vivo e a sua solubilidade (Sorensen e 
Mortensen, 2005).  
Adicionalmente, não foi detectada nenhuma actividade gelatinololítica 
associada às amostras analisadas por SDS-PAGE. 
Levando todas estas razões em consideração e verificando que, no meio 
extracelular (Fig. 9) não se observa um aumento significativo da expressão da 
proteína recombinante, parece não estarem estabelecidas as condições óptimas de 
expressão. 
O ensaio de hidrólise com o péptido FALGPA foi realizado para as 
amostras de um ensaio de expressão da proteína recombinante (colagenase) a 
25ºC, recolhidas após 5 horas de indução com IPTG (1mM). Para medir a 
absorvância das amostras recorreu-se ao espectrómetro NanoDrop 1000 
Overview. A detecção de actividade colagenolítica é realizada através da redução 
da absorvância a 345nm (Jackson et al., 1995).  
 
 
Figura 10 - Ensaio de actividade com péptido sintético FALGPA. 1) controlo negativo (só 
FALGPA); 2) controlo positivo (hidrólise do péptido pela colagenase microbiana comercial); 3) 
células recombinantes E. coli BL21 (DE3); 4) células recombinantes sem indução com IPTG (Não 
Induzido); 5) células recombinantes induzidas com IPTG (1mM). Todas as amostras foram 
incubadas com o péptido FALGPA durante 24 horas a 25ºC. 
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A Fig. 10 demonstra os resultados da hidrólise do péptido sintético 
FALGPA após 24 horas de reacção a 25ºC. A colagenase microbiana comercial foi 
usada como controlo positivo, mostrando um decréscimo de absorvância próximo 
de 0.500 a 345 nm (D.O.). Correspondendo ao decréscimo máximo associado à 
hidrólise completa do substrato FALGPA por uma colagenase microbiana sob a 
condições testadas. Como se pode verificar pelo gráfico (Fig. 10), as células 
recombinantes E. coli BL21(DE3) não induzidas, exibem maior actividade 
colagenolítica que as células submetidas a indução (Jonasson et al., 2002). 
Também é possível detectar actividade colagenolítica em E. coli BL21(DE3) 
sem o plasmídeo recombinante, resultado que poderá estar associado às proteases 
endógenas de E. coli (Tsuruoka et al., 2003). 
 
 
Figura 11 -  Zimografia referente ao ensaio de expressão a 25ºC. M - marcador de ampla gama de 
pesos moleculares (FI, fracção insolúvel; ME, meio extracelular; NI, não induzido; I, induzido; (-), 
controlo negativo E. coli BL21(DE3)). 
 
Uma vez que a hidrólise do substrato FALGPA foi maior em células não 
induzidas, realizou-se novamente um ensaio de expressão a 25ºC. Este ensaio foi 
realizado consoante o protocolo estabelecido, não tendo sido efectuada a indução 
com IPTG. Após 5 horas foi reservada uma alíquota correspondente ao volume 
total da cultura (cerca de 200ml).  
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Pela análise da Fig. 11 é possível visualizar actividade correspondendo a 
pesos moleculares próximos de 98 kDa. Esta actividade está presente em todas as 
fracções solúveis que não sofreram indução após 5h à temperatura de expressão. 
Contrariamente ao que seria de esperar, nestes ensaios, a actividade é expressa 
por 2 bandas no gel de gelatina. Este evento pode estar associado ao facto das 
colagenases serem expressas sob a forma de zimogénios, que são processados 
enzimaticamente para remoção de um péptido sinal para a consequente activação. 
Esta característica está bem estabelecida para colagenases e gelatinases de origem 
animal, estando consistente com os resultados obtidos. A zimografia é uma 
técnica rotineiramente utilizada para avaliação das forma latentes e activas de 
várias colagenases (Springman et al., 1990; Malowski et al., 2003).  
 
3.1.3 Ensaio de expressão a 30ºC 
Para além das temperaturas de expressão 37ºC e 25ºC foram realizados 
ensaios a 30ºC e assim avaliar o nível de expressão de proteína recombinante.  
Dong e colaboradores (1995), demonstraram que uma concentração 
elevada de IPTG utilizada na indução da cultura, conduz a uma inibição da 
síntese ribossomal e à degradação dos ribossomas. Sugerindo que a inibição no 
crescimento celular de células recombinantes, pode estar relacionada com a 
resposta à indução (Teich et al., 1998). Tendo como objectivo testar a hipótese que 
o excesso de IPTG inibe o aumento de expressão de proteína recombinante, foi 
avaliado o nível de expressão utilizando 2 concentrações de IPTG - 0,5mM e 1mM. 
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Figura 12- Gel de SDS-PAGE a 10%, referente ao ensaio de expressão a 30ºC; indução com 0,5mM 
e 1mM de IPTG. M- marcador de baixos pesos molecular (FI, fracção insolúvel; ME, meio 
extracelular; NI, não induzido; I, induzido; (-), controlo negativo E. coli BL21(DE3)) 
 
Na análise do gel de SDS-PAGE da Fig. 12, fez-se a comparação entre as 
fracções solúveis das células recombinantes BL21 (DE3), induzidas com 0,5 e 1mM 
de IPTG. Verifica-se uma banda com fraca intensidade nas fracções solúveis que 
foram induzidas com 0,5mM e 1mM, após 1:30h, 3 e 6horas de indução, com um 
peso aproximado de 97kDa. A banda é mais intensa na fracção solúvel induzida 
com 1mM após 1:30h. No entanto, o mesmo não acontece após 3 horas de 
indução, em que a banda é mais intensa na fracção solúvel induzida com 0,5mM 
(Fig. 12) do que com 1mM de IPTG. O mesmo acontece após 6 horas de indução. 
Uma concentração elevada de IPTG parece inibir o crescimento 
microbiano, sendo favorável o uso de concentrações mais baixas de IPTG para 
obter níveis de expressão melhores (Abbas et al., 2007). 
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Figura 13 - Gel de Zimografia referente ao ensaio de expressão a 30ºC. Indução com 0,5mM e 1mM 
de IPTG. M - marcador de baixos pesos molecular (FI, fracção insolúvel; ME, meio extracelular; NI, 
não induzido; I, induzido; (-), controlo negativo E. coli BL21(DE3)). 
 
A análise da zimografia correspondente ao ensaio anterior (Fig. 13), 
permite verificar a ausência de actividade gelatinolítica. A única actividade 
presente reporta para o controlo positivo, que corresponde ao meio extracelular 
de A. hydrophila CECT 839T , sendo notória a contaminação dos poços adjacentes a 
esta amostra.  
O sistema pET utiliza a RNA polimerase do fago T7, que é altamente 
processativa, capaz de sintetiza uma elevada quantidade de RNA mensageiro 
(Studier e Moffatt, 1986). Esta quantidade elevada conduz, em muitos casos, à 
acumulação da proteína desejada em concentrações elevadas (Baneyx, 1999). 
Dong e colaboradores (1995), demonstraram que elevados níveis de RNA 
mensageiro podem causar a destruição dos ribossomas e morte celular. Para 
complementar esta situação, o promotor lacUV5, que conduz a expressão do gene 
da RNA polimerase T7, permite um nível residual de transcrição em células 
recombinantes não induzidas (Dubbendorf e Studier, 1991). Desta forma é 
possível que a transcrição do gene AHA_0517 em condições de não indução, se 
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tenha efectuado mais lentamente, diminuindo a competição do RNA mensageiro 
da proteína recombinante e das proteínas nativas pelos ribossomas, conduzindo a 
uma maior estabilidade do RNA ribossomal 16S, tal como o proposto por Fonseca 
(2005) para a expressão de uma metalo-beta-lactamase. A redução de taxa da 
síntese proteica tem sido descrita como um dos principais factores responsáveis 
pela produção de maior quantidade solúvel, devido a uma atenuação na 
formação de corpos de inclusão (Jonasson et al., 2002).  
Como referido anteriormente, a produção de proteína recombinante 
verificou-se em culturas não induzidas a 25ºC e manifestou actividade 
colagenolítica sobre o substrato FALGPA.   
 
O gene AHA_0517 possui um péptido sinal com 25 aminoácidos. Este 
péptido permite a translocação da proteína para o periplasma. No entanto, o gene 
foi inserido junto da sequência líder pelB do vector pET-26b(+).  
Frequentemente faz-se uso de sequências líder para a exportação ser mais 
favorável (Jonasson et al., 2002; Sorensen e Mortensen, 2005). A maioria das 
proteínas são exportadas através da membrana interna para o periplasma pelo 
conhecido aparelho translocase Sec (Manting e Driessen, 2000; Sorensen e 
Mortensen, 2005). Este sistema de translocação da proteína para o periplasma 
possui inúmeras vantagens. O periplasma é um ambiente oxigenado que contém 
enzimas que catalizam a formação e a formação de pontes dissulfito (Baneyx-
1999); possui apenas cerca de 100 proteínas, quando comparado com as 4000 
proteínas presentes no citoplasma (Jonasson et al., 2002); aumenta a possibilidade 
de obter produtos de genes com um N-terminal autêntico; e diminuição da 
proteólise e minimização da acção prejudicial da defesa celular em relação a 
proteínas recombinantes; existe menor degradação da proteína; a purificação do 
produto do gene é facilitada por choques térmicos (Baneyx-1999; Jonasson et al., 
2002; Schumann e Ferreira, 2004; Sorensen e Mortensen, 2005). 
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No entanto, a translocação do produto do gene para o periplasma também 
possui desvantagens, uma vez que nem sempre, esta translocação é possível; 
existem poucos protocolos para a libertação selectiva das proteínas presentes no 
periplasma; e as proteases periplasmáticas podem provocar proteólise (Jonasson 
et al., 2002). 
  
Verifica-se que a expressão do produto do gene AHA_0517 é baixa. 
Diversos factores podem ser responsáveis pela redução da expressão, 
nomeadamente, a estabilidade do RNA mensageiro; a ocorrência de estruturas 
secundárias junto ao 5’ final do RNA mensageiro; a falta de codões específicos 
(“rare codons”); a sequência do péptido sinal não ser clivada. As moléculas de 
RNA mensageiro têm um tempo de vida muito curto, cerca de 2 minutos. Factores 
como, exonucleases, endonucleases, estruturas secundárias e locais de ligação ao 
ribossoma, estão envolvidos e influenciam a degradação dos transcritos 
(Schumann e Ferreira, 2004). 
Inúmeras proteases extracelulares bacterianas são sintetizadas como um 
precursor inactivo com um segmento polipeptídico adicional para manter a 
protease inactiva no interior da célula. Mantendo-se inactivas mesmo sob estados 
do processamento como a clivagem do péptido sinal para a formação da proteína 
madura (Peterkofsky, 1982; Kim et al., 2002). 
 
Uma vez que no gene de AHA_0517 está presente uma sequência referente 
a um péptido sinal, a síntese da proteína activa pode estar a ser condicionada. 
Zhu e colaboradores (2007), referiram que a Aerolisina expressa por A. hydrophila 
é sintetizada como uma pré-pro-aerolisina intracelularmente e excretada para o 
meio extracelular numa forma inactiva (pró-aerolisina). A pró-aerolina atravessa a 
membrana interna, com a ajuda de uma sequência péptido sinal N-terminal que é 
clivada e posteriormente é libertada para periplasma. Aqui, ocorre o enrolamento 
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e a dimerização da proteína. A pró-aerolisina é convertida em aerolisina após 
remoção proteolítica de 45 aminoácidos do C-terminal. 
Algo semelhante pode acontecer à proteína resultante do gene AHA_0517. 
O facto do péptido sinal presente no gene, não ter sido removido aquando da 
clonagem, pode explicar não haver actividade da proteína recombinante. Zhu e 
colaboradores (2007) obtiveram Aerolisina de A. hydrophila na forma activa após a 
omissão dos primeiros 18 pares de bases que codificavam para um péptido sinal.  
 
4. Avaliação da citotoxicidade em células Vero 
 
A citotoxicidade in vitro é uma propriedade importante nas espécies 
mesofílicas móveis de Aeromonas, como é o caso de A. hydrophila. A utilização das 
células VERO para este tipo de ensaios, em relação a outras linhas celulares, tem 
apresentado vantagens, nomeadamente por ser mais sensível aos extractos 
celulares microbianos de Aeromonas spp. (Ghatak et al., 2006). 
Neste sentido, foi estabelecida a cultura e o crescimento celular foi 
permitido até atingir uma confluência de cerca de 80%. As células em cultura 
foram posteriormente expostas a diluições sucessivas (1:2) de sobrenadante 
filtrados de culturas frescas de Aeromonas hydrophila até 48 horas. Procedeu-se ao 
estudo das alterações morfológicas das culturas, por microscopia de transmissão. 
Na figura 14 é possível visualizar o efeito de destacamento das células da 
superfície de crescimento e a perda da forma característica das células desta linha 
celular.  
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Figura 14 – Aspecto morfológico de 
células Vero em cultura:  
A) Controlo – células mantidas em 
meio DMEM;  B) e C) Células Vero 
expostas a diluições sucessivas de  
A. hydrophila numa diluição de 1/2 e 
1/64, respectivamente. Barra de 
escala=150µm. 
 
 
 
Durante o tempo de exposição, foi possível verificar, progressivamente, 
que as células vão ficando redondas e de tamanho mais reduzido, acabando por 
se desprender da superfície de crescimento (característcas da perda de 
viabilidade). Com o aumento gradual da concentração dos produtos 
extracelulares de A. hydrophila, verificou-se claramente o decréscimo do número 
de células aderentes e o aumento do número de células em suspensão (Fig. 14). 
Paralelamente, a viabilidade foi avaliada pelo método da resazurina (DeWitte-Orr 
e Bols, 2005) e os resultados estão representados no gráfico da Fig. 15. Pode 
verificar-se uma diminuição da actividade metabólica das células que é 
proporcional ao aumento da concentração dos produtos extracelulares da A. 
hydrophila. Do mesmo modo, foi avaliado o efeito dos produtos de E. coli BL21 
(DE3) sobre as células Vero e os resultados podem ser analisados no gráfico da 
Fig. 15. 
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Figura 15 – Viabilidade de células Vero expostas a sobrenadantes de culturas frescas de A. 
hydrophila (diluições 1/2 , 1/32 e 1/64) e E. coli BL21(DE3) (diluições 1/2 , 1/32 e 1/64). 
 
 
As células foram incubadas com resazurina, tal como descrito no ponto 17 do 
Material e Métodos. Os resultados demonstraram que para além da análise da 
morfologia das culturas, a monitorização da viabilidade celular através de testes 
metabólicos constitui uma ferramenta fundamental para avaliar o efeito dos 
extractos das células transformadas ou mesmo para testar a citotoxicidade da 
colagenase recombinante, futuramente obtida.  
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Os resultados obtidos com o desenvolvimento deste trabalho permitiram concluir: 
 
1. A actividade colagenolítica de A. hydrophila CECT 839T, sugerida pelos estudos 
in silico, foi confirmada in vitro. 
 
2. A abordagem utilizada permitiu a clonagem e expressão do gene AHA_0517. 
No entanto, o sistema de expressão utilizado não foi adequado para os objectivos 
propostos. Nas condições testadas, a proteína recombinante foi expressa em 
quantidades inferiores ao esperado e nem sempre foi detectada actividade. 
 
3. Foram estabelecidas com sucesso as condições de cultura de células Vero para 
testar a citotoxicidade de extractos de A. hydrophila CECT 839T  e E. coli 
BL21(DE3). 
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Os resultados obtidos durante a execução deste trabalho permitem abrir algumas 
perspectivas para o trabalho futuro: 
 Proceder a nova clonagem do gene AHA_0517, tendo em conta a 
purificação da proteína recombinante; 
 
 Avaliar a citotoxicidade da proteína codificada pelo gene AHA_0517, de 
modo a verificar se esta poderá contribuir para a virulência A. hydrophila; 
 
 Aplicação do método estabelecido neste trabalho, na caracterização do 
potencial de virulência de outras colagenases microbianas em isolados 
clínicos ou ambientais. 
 
Todas estas linhas de investigação permitirão um melhor conhecimento dos 
mecanismos de virulência de microrganismos do género Aeromonas, que podem, 
eventualmente, contribuir para a clarificação dos mecanismos de patogénese em 
geral. 
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VIII. 
ANEXOS 
 
 
  
ANEXO 1:  
 
Tabela 2: Genoespécies e Fenoespécies Actuais do género Aeromonas  
Grupo de 
Hibridação de 
DNA (HG)  
Estirpe tipo  Genoespecies Fenoespécies  Observações 
1  ATCC 7966  A. hydrophila  A. hydrophila  Isolado a partir de 
uma lata de leite 
estragado  
1  
BCCM/LMG 19562  
A. hydrophila subsp. 
dhakensis  
A. hydrophila subsp. 
dhakensis  
Isolado a partir de 
amostras clinicas 
1  
BCCM/LMG 19707  
A. hydrophila subsp. 
ranae  
A. hydrophila subsp. 
ranae  
Patogéncio de sapos 
2  ATCC 14715  A. bestiarum  A. hydrophila-like  Isolado a partir de 
amostras clinicas 
3  ATCC 33658  A. salmonicida  A. salmonicida 
subsp. salmonicida  
Patogénico imóvel 
de peixe 
3  ATCC 33659  A. salmonicida  A. salmonicida 
subsp. achromogenes  
Patogénico imóvel 
de peixe 
3  ATCC 27013  A. salmonicida  A. salmonicida 
subsp. masoucida  
Patogénico imóvel 
de peixe 
3  ATCC 49393  A. salmonicida  A. salmonicida 
subsp. smithia  
Patogénico imóvel 
de peixe 
3  CDC 0434-84, Popoff 
C316  
unnamed  A. hydrophila-like  Isolados a partir de 
amostras clínicas  
4  ATCC 15468  A. caviae  A. caviae  Isolados a partir de 
amostras clínicas 
5A  CDC 0862-83  A. media  A. caviae-like  Isolados a partir de 
amostras clínicas 
5B CDC 0435-84 A. media A. media  
6 ATCC 23309 A. eucrenophila A. eucrenophila  
7 CIP 7433, NCMB 
12065 
A. sobria A. sobria 
 
8X CDC 0437-84 A. veronii A. sobria  
8Y  ATCC 9071  A. veronii  A. veronii biovar 
sobria  
Isolados a partir de 
amostras clínicas 
9  ATCC 49568  A. jandaei  A. jandaei  Isolados a partir de 
amostras clínicas 
10  ATCC 35624  A. veronii biovar 
veronii  
A. veronii biovar 
veronii  
Isolados a partir de 
amostras clínicas 
ornitina 
decarboxilase 
positiva 
11 ATCC 35941 unnamed Aeromonas spp. 
(ornitina positiva)  
  
12  ATCC 43700  A. schubertii  A. schubertii  Isolados a partir de 
amostras clínicas 
13  ATCC 43946  Aeromonas Group 
501  
A. schubertii-like  Isolados a partir de 
amostras clínicas 
14 
 
ATCC 49657 A. trota A. trota Isolados de 
amostras clínicas, 
susceptíveis a 
ampicilina 
15 ATCC 51208, CECT 
4199 
A. allosaccharophila A. allosaccharophila 
 
16 ATCC 51020, A. encheleia A. encheleia Patogéncio de 
enguias  
17 BCCM/LMG 1754 A. popoffii A. popoffii  
Unassegned MTCC 3249, NCIM 
5147 
A. culicicola A. culicicola Isolado a partir de 
mosquitos 
ATCC- Colecção Americana de Culturas Tipo, Rockford, MD; BCCM/LGM – Colecção Bactéria, 
Ghent University, Belgium; CDC- Centro de Prevenção e Controlo de Doenças; CIP – Colecção do 
Instituto Pasteur, Paris, França; NCMB – Colecção Nacional de Bactérias Marinhas, Aberdeen, 
Escócia; CECT – Colecção Espanhola de Culturas Tipo, Universidade de Valencia, Valencia, 
Espanha; CCUG – Colecção Cultura, Universidade de Gotenborg, Gotenborg, Suécia; MTCC – 
Colecção Microbiológica de Culturas Tipo , Instituto de Tecnologia Microbiológica, Chandigarh, 
Índia; NCIM – Laboratório Químico Nacional, Pune, Índia 
Adaptado  de EPA, 2006 
 
  
ANEXO 2: 
Tabela 3: Factores de Virulência de espécies de Aeromonas spp. 
Factores de Virulência estruturais Factores de Virulência extracelulares 
Pili (fimbrías) Hemolisinas 
Flagelos Enterotoxinas 
Proteínas membranares externas (OMP) Citotoxinas 
Camada A ou S Proteases 
Lipopolissacarídeos Glicerofosfolipido colesterol acetiltransferase (GCAT) 
Cápsula Outras enzimas hidrolíticas 
Adaptado de EPA 2006 
 
  
 ANEXO 3:  
Tabela 4 :Enzimas Extracelulares secretadas por Aeromonas spp. 
Enzima Actividade Abreviatura Tamanho (kDa) Fonte 
Aminopeptidase Prolil Pap 48 A .veronii br sobria 
α-amilase AmyA 49 A. hydrophila 
α-amilase AmyA 48 A. hydrophila 
Amilase 
α-amilase AmyB 72 A. hydrophila 
metalo-β- lactamase CphA 28 A. hydrophila 
metalo-β- lactamase CphA2 28 A. hydrophila 
metalo-β- lactamase ImiS 28 A. veronii br sobria 
Cefalosporinase CepS 38 A. veronii br sobria 
β-lactamase 
Penicilinase AmpS 27 A. veronii br sobria 
Toxina celular 
prolongada 
  70  A. hydrophila 
Grupo A ChiA 94 A. caviae 
Grupo B ChiIII 53 A. hydrophila 
Grupo B ORF-3 57 10S-24 
Quitinase 
Grupo C ChiIII 5 10S-24 
Citolitica Ahh1 52 A.hydrophila Enterotoxina 
Citotonica  35 A.hydrophila 
α-hemolisina Ahh5 54 A. hydrophila 
α-hemolisina Asa1 54 A. veronii br sobria 
Aerolisina AerA 57 A. hydrophila 
Aerolisina Ahh3 54 A. hydrophila 
Aerolisina  54 A. salmonicida 
Aerolisina  62 A. salmonicida 
Hemolisina 
Aerolisina  65 A. salmonicida 
acetilcoline esterase  15-5 A. hydrophila 
Glicerofosfolipido 
colesterol 
acetiltransferase 
GCAT 31 A. hydrophila 
Glicerofosfolipido 
colesterol 
acetiltransferase 
GCAT 26 A. salmonicida 
Lipase H3 72 A. hydrophila 
Lípase 
Fosfolipase Apl1 73 A. hydrophila 
DNAse Dns 25 A. hydrophila 
DNAse Nuch 110 A. hydrophila 
Nuclease 
RNAse RNAse A 24 A. hydrophila 
Carbohidrate 
reactivo 
CROMP 40 A. hydrophila 
Carbohidrate 
reactivo 
CROMP 43 A. hydrophila 
Maltoporina LamB 49 A. salmonicida 
Porina  28 A. salmonicida 
Porina OmpA1 36 A. salmonicida 
proteína I  47 A. hydrophila 
Porina 
proteína II  39 A. hydrophila 
  
proteína III  36 A. hydrophila 
proteína IV  27 A. hydrophila 
Protease 
fibrinolitica 
 87,5 A. salmonicida 
metalo caseinase AsaP1 20 A. salmonicida 
metalo proteases P2 20 A. salmonicida 
protease serínica P1 70 A. salmonicida 
protease serinica AspA 67 A. salmonicida 
Protease 
protease de zinco Ahp 19 A. hydrophila 
Receptor 
siderosforo 
Siderosforo férrico FstA 86 A. salmonicida 
Ferro  50 A. salmonicida Superóxido 
dismutase Magnésio  46 A. salmonicida 
xilanase I XynA 23 A. caviae Xilanase 
xilanase II  41 A. caviae 
Adaptado de  Pemberton et al., 1997 
 
 ANEXO 4:  
Marcadores de Peso Molecular para DNA 
 
Na figura seguinte apresenta-se o tamanho correspondente a cada uma das 
bandas existentes nos marcadores de peso molecular para DNA utilizados neste 
trabalho. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
ANEXO 5:  
Sequência nucleotídica completa do gene AHA_0517 de A. hydrophila ATCC, 
depositada no NCBI (NC_008570), com a respectiva sequência peptídica.  
atgaacaatctgggtaccaggttgctgctgctggcagcaccgggcctgtttgccacttcg 
 M  N  N  L  G  T  R  L  L  L  L  A  A  P  G  L  F  A  T  S  
gcgctggccaactactccccctccgactggcaacagtatcaactcaaaggtgaatccagc 
 A  L  A  N  Y  S  P  S  D  W  Q  Q  Y  Q  L  K  G  E  S  S  
cgtcagctgggagatcgtctcaccgaagtgacctacgagctgagcgcccgcagcggcggc 
 R  Q  L  G  D  R  L  T  E  V  T  Y  E  L  S  A  R  S  G  G  
gccccctatcagcagctgagggtgtatcgccgcttcgactggagcgatgccaacctggct 
 A  P  Y  Q  Q  L  R  V  Y  R  R  F  D  W  S  D  A  N  L  A  
gcgctggcagaacagcagtgcggcgagccgcagctcaagatcgagctgggctggcagatc 
 A  L  A  E  Q  Q  C  G  E  P  Q  L  K  I  E  L  G  W  Q  I  
cgctacctcagctgtgaagaggtggtgccggctggcaaggccgttccggccagcagctat 
 R  Y  L  S  C  E  E  V  V  P  A  G  K  A  V  P  A  S  S  Y  
gactatggctacggcatgaagcagggccgctgggagccactggcaggcaccccgaccgcg 
 D  Y  G  Y  G  M  K  Q  G  R  W  E  P  L  A  G  T  P  T  A  
ccgcgtcaggatcgtctgccgctggcggagcgggtcatcctgggtcacagcgagcaggaa 
 P  R  Q  D  R  L  P  L  A  E  R  V  I  L  G  H  S  E  Q  E  
ctggatcgctgcgagctcaacgccgaaggccgctgcgccgagcaggcatggcagtaccag 
 L  D  R  C  E  L  N  A  E  G  R  C  A  E  Q  A  W  Q  Y  Q  
ccgcaaaactggcagcagttgaaggtgctggaagagacccccaatgaacgggatggccgc 
 P  Q  N  W  Q  Q  L  K  V  L  E  E  T  P  N  E  R  D  G  R  
ctcgagcagatcttcttccgcctgcagcccatcgtgggcagccaggccgccaagcaggtg 
 L  E  Q  I  F  F  R  L  Q  P  I  V  G  S  Q  A  A  K  Q  V  
agcgagctgcacgtctggcgccagtacacctggttgctggaacaagccaagacccagcaa 
 S  E  L  H  V  W  R  Q  Y  T  W  L  L  E  Q  A  K  T  Q  Q  
gagtgcgatgaaccccagacccgtcaggaaggggacaagaccatcagctaccgggtgtgc 
 E  C  D  E  P  Q  T  R  Q  E  G  D  K  T  I  S  Y  R  V  C  
cgccagaccctgcccgccggcagcgaagtgcaggtggtcttgaaggacaccggctatcaa 
 R  Q  T  L  P  A  G  S  E  V  Q  V  V  L  K  D  T  G  Y  Q  
tacccggtggggggcagcgaatggcagaccctgccggaaacaaccgagtggcaggagagc 
 Y  P  V  G  G  S  E  W  Q  T  L  P  E  T  T  E  W  Q  E  S  
cgggtgctcaaccaccccatcgtgctggccagcaaggaagagcagctcgactgtcgccgt 
 R  V  L  N  H  P  I  V  L  A  S  K  E  E  Q  L  D  C  R  R  
gccgacggccgcgcctgttccgagccagatctgccgggcaccgagctgctggacgccgaa 
 A  D  G  R  A  C  S  E  P  D  L  P  G  T  E  L  L  D  A  E  
gcggccaagatagtgcaggatgccagtggccagcctgcgccggtctggcaggagaactat 
 A  A  K  I  V  Q  D  A  S  G  Q  P  A  P  V  W  Q  E  N  Y  
ggtcacgatgacaccaagctgctggccgtgtcgcgcggcatccagagcctgctggcggcc 
 G  H  D  D  T  K  L  L  A  V  S  R  G  I  Q  S  L  L  A  A  
aatcagccggcccatccagccatgaagctgctgctggaatacgtgcgtgcccacaactac 
 N  Q  P  A  H  P  A  M  K  L  L  L  E  Y  V  R  A  H  N  Y  
cacaactacggcaagcacaaggaagacggcccggccgccgccgaggcgctggccgaggcg 
 H  N  Y  G  K  H  K  E  D  G  P  A  A  A  E  A  L  A  E  A  
ttgacggcgctgggcgcccatccgctgctcttcccggagcaggccagcgacgaggttggt 
 L  T  A  L  G  A  H  P  L  L  F  P  E  Q  A  S  D  E  V  G  
gcagtcatgggtgcctggagcatcgccctgcacggtcagttcaagagcccagcagtgcag 
 A  V  M  G  A  W  S  I  A  L  H  G  Q  F  K  S  P  A  V  Q  
agccgctttggcaccctgctcggcgagttcaaccagatgctggcctacagcacccgccat 
 S  R  F  G  T  L  L  G  E  F  N  Q  M  L  A  Y  S  T  R  H  
gccagcgagatcaacggtcagcacgcctgggcaaccggcctgttcgatctgctcaacttc 
 A  S  E  I  N  G  Q  H  A  W  A  T  G  L  F  D  L  L  N  F  
ctcgacttcgccagcgactacagcgaccccttcgccaacgacttccgccaacaggacggt 
 L  D  F  A  S  D  Y  S  D  P  F  A  N  D  F  R  Q  Q  D  G  
  
gagctgcgcaagcagctgcacgccctcggcatgagcgaactcgcgttgtggaagggacgg 
 E  L  R  K  Q  L  H  A  L  G  M  S  E  L  A  L  W  K  G  R  
gatggcgccgatctgttcctgctcaacaacgtgctggatgcctacacccgcctctaccgg 
 D  G  A  D  L  F  L  L  N  N  V  L  D  A  Y  T  R  L  Y  R  
gtcgcccgctatacccgcccggacgagctcgacggctatcgcaaactgttggatgactcc 
 V  A  R  Y  T  R  P  D  E  L  D  G  Y  R  K  L  L  D  D  S  
gtcatcgcactggttcgccaccacaacctgatccccggtggccagcagagtcaggatctg 
 V  I  A  L  V  R  H  H  N  L  I  P  G  G  Q  Q  S  Q  D  L  
ctggaagacatgtcactgaccctctccacctactacctgacctacacggaccgcaccagc 
 L  E  D  M  S  L  T  L  S  T  Y  Y  L  T  Y  T  D  R  T  S  
gaggcctgcatcagcggtgacttcgccgggctctgcacccctgtccgggtggaggacgtg 
 E  A  C  I  S  G  D  F  A  G  L  C  T  P  V  R  V  E  D  V  
ctgccgttcgagcacacctgctcgccgaccctgcgcctgcgggcccaggacctgaccatg 
 L  P  F  E  H  T  C  S  P  T  L  R  L  R  A  Q  D  L  T  M  
gatcaggccgaagggatctgccgtgaactgggtgccgaagagcagcagttccatcaacag 
 D  Q  A  E  G  I  C  R  E  L  G  A  E  E  Q  Q  F  H  Q  Q  
atggagaccggctggcagccggtggcggacgatcacaacgaggcgctggaactggtggtc 
 M  E  T  G  W  Q  P  V  A  D  D  H  N  E  A  L  E  L  V  V  
ttcaactcctccgccgactggaaacgctatggcagtgctctgttcggcggcgtctccacc 
 F  N  S  S  A  D  W  K  R  Y  G  S  A  L  F  G  G  V  S  T  
gacaacggcggcatctacctcgaaggggatccggctcgccccggcaaccaggcccgcttc 
 D  N  G  G  I  Y  L  E  G  D  P  A  R  P  G  N  Q  A  R  F  
ttcgcctacgaggcggagtggaagcgcccagcgttccaggtgtggaacctgcgccacgag 
 F  A  Y  E  A  E  W  K  R  P  A  F  Q  V  W  N  L  R  H  E  
tatgtgcactacctggacggccgcttcaaccagtacggcagcttcggccactacccgctc 
 Y  V  H  Y  L  D  G  R  F  N  Q  Y  G  S  F  G  H  Y  P  L  
aaccgcaccacctggtggtcggaagggctggcggagttcatcgcccacggccagtgcttc 
 N  R  T  T  W  W  S  E  G  L  A  E  F  I  A  H  G  Q  C  F  
gcccgcggtctggacaacgtcgccggccgtcctgccagtgatcgtccggccttggccgac 
 A  R  G  L  D  N  V  A  G  R  P  A  S  D  R  P  A  L  A  D  
atcctgcacctggattacgacaagggtggcgagatggtctactcctggtcctacacggtg 
 I  L  H  L  D  Y  D  K  G  G  E  M  V  Y  S  W  S  Y  T  V  
caccgcttcctgaacgaaaccggtcgcggcgccagctggctggccatggcccaggccctg 
 H  R  F  L  N  E  T  G  R  G  A  S  W  L  A  M  A  Q  A  L  
cgcaacccggatcagcagcaggccatgagcaccttcgaagccgagctggaccagctgatt 
 R  N  P  D  Q  Q  Q  A  M  S  T  F  E  A  E  L  D  Q  L  I  
gccaatgacagcgaggcctaccagcagtggctcggccgcgagctgctgccctggtgggaa 
 A  N  D  S  E  A  Y  Q  Q  W  L  G  R  E  L  L  P  W  W  E  
gccaacaaggactccgacgagtgcaaggccaacgactcctcccactga 
 A  N  K  D  S  D  E  C  K  A  N  D  S  S  H  -  
 
 
